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RESUMEN

Ipomoea murucoides es una especie arborescente endémica de México con una
amplia trayectoria de uso en la medicina tradicional para el tratamiento de afecciones
de la piel, dolor e inflamaciones agudas causadas por picaduras de animales
venenosos. A pesar de que investigaciones previas demostraron la capacidad de su
extracto acuoso foliar para inhibir las actividades de la hialuronidasa y atenuar los
procesos inflamatorios inducidos por venenos de alacran y tarantula, este extracto
exhibe un efecto vasoconstrictor atipico en la aorta de rata, cuyo mecanismo de
accion molecular y perfil de seguridad biolégica permanecian inexplorados. El
objetivo de este estudio fue determinar el mecanismo de accién vasoconstrictor de
dicho extracto acuoso y evaluar sus posibles efectos toxicos. Se evalud el efecto
vasoconstrictor en segmentos de aorta aislados de rata y los efectos toxicolégicos
en grillos Acheta domesticus y ratas Wistar. Los resultados mostraron que el extracto
indujo un efecto vasoconstrictor en aorta aislada de rata que depende parcialmente
del endotelio vascular. Asimismo, dicho efecto depende completamente de calcio
extracelular. En las evaluaciones toxicologicas, se estimo una dosis letal media (DL 5o)
de 2,108 pg/g en grillos, situando al extracto en un rango de toxicidad moderada para
invertebrados, mientras que no se observaron signos de toxicidad en ratas. El ensayo
de hemodlisis en eritrocitos de rata mostré una baja actividad citotoxica. De manera
adicional, de determin6 la concentracion de compuestos fenolicos mediante el
ensayo de Folin-Ciocalteu y se identifico al acido caféico como compuesto fendlico
mayoritario mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion, registrando un
contenido de 33.75 = 5.99 ug de acido cafeico por miligramo de extracto seco. En
conclusion, el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides ejerce un efecto
vasoconstrictor mediado por el endotelio y dependiente de Ca?* extracelular,
poseyendo un margen aceptable de seguridad a nivel sistémico y celular.

Palabras clave: Ipomoea murucoides; extracto acuoso; vasoconstriccion,;
toxicidad; hemolisis.



ABSTRACT

Ipomoea murucoides is a tree-like species endemic to Mexico with a long history of
use in traditional medicine for the treatment of skin conditions, pain, and acute
inflammation caused by stings from venomous animals. Although previous research
demonstrated the ability of its leaf aqueous extract to inhibit hyaluronidase activities
and reduce inflammatory processes induced by scorpion and tarantula venoms, this
extract exhibits an atypical vasoconstrictor effect on the rat aorta, whose molecular
mechanism of action and biological safety profile remained unexplored. The objective
of this study was to determine the vasoconstrictor mechanism of action of this
aqueous extract, and to evaluate its possible toxic effects. Vasoconstriction was
evaluated on isolated rat aorta, and toxicity on crickets Acheta domesticus and Wistar
rats. The results showed that the extract induces vasoconstriction that is partially
endothelium-dependent. Likewise, this effect was completely dependent on
extracellular calcium. In toxicological evaluations, a median lethal dose (LDso) of
2,108 pg/g was estimated in the A. domesticus model, placing the extract in a
moderate toxicity range for invertebrates. Whereas, no signs of toxicity or mortality
were observed in rats. The hemolysis assay in rat erythrocytes showed low cytotoxic
activity. In addition, the concentration of phenolic compounds was evaluated through
the Folin-Ciocalteu assay, and caffeic acid was identified as the major phenolic
compound of the extract through a high-performance liquid chromatography analysis,
recording a content of 33.75 £ 5.99 ug of caffeic acid per milligram of dry extract. In
conclusion, the aqueous extract of I. murucoides leaves exerts an endothelium-
mediated and extracellular Ca?*-dependent vasoconstrictor effect, possessing an
adequate systemic and cellular safety margin.

Keywords: Ipomoea murucoides; aqueous extract; vasoconstriction; toxicity;
hemolysis.



1. INTRODUCCION

El género Ipomoea, con aproximadamente de 500 a 600 especies, comprende
el numero mas grande de especies en la familia Convolvulaceae (Austin &
Huaman, 1996). Este género incluye varias especies ornamentales,
medicinales y nutricionales, muchas de ellas son plantas en forma de
enredadera, sin embargo, algunas especies son arborescentes o arbustivas,
las cuales se caracterizan por sus flores en forma de campana, de ahi su
nombre comun “campanitas”. Su distribucién va desde Sur a Centroamérica y
en algunos paises del territorio africano (Meira et al, 2012). En diversos,
estudios se han encontrado varias propiedades farmacologicas en especies del
género Ipomoea, tales como actividad hipotensora, citotoxica, antibacteriana,
anticonvulsiva, antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena,
hepatoprotectora, ansiolitica y sedante (Maharani et al, 2022).

Ademas de las propiedades antes mencionadas, se ha encontrado que algunas
especies del género Ipomoea presentan propiedades anti-veneno. Por ejemplo,
el extracto con éter de petroleo de las hojas de I. pes-caprae inactiva las
actividades hemolitica y proteolitica de venenos de medusas (Pongprayoon et
al., 1991). El extracto hidroetanodlico de |. pes-caprae contrarresta el efecto del
veneno del cnidario marino Physalia physalis en ratones (da Silva Barth et al.,
2017). El extracto acuoso de las hojas de |. asarifolia y sus fracciones de
diclorometano, acetato de etilo y n-butanol neutralizaron el efecto inflamatorio
del veneno del alacran Tityus serrulatus. El extracto con metanol-agua clas
hojas de |. imperati present6 actividad anti-inflamatoria, antiespasmaodica y
antifosfolipasa A, (Paula et al., 2003).

En México, se ha reportado que la especie endémica Ipomoea murucoides
Roem. & Schult.,, comiunmente conocida como cazahuate, es utilizada en el
tratamiento de picaduras de alacran, ademas de utilizarse para el tratamiento
de afecciones de la piel como el salpullido, dolor e inflamaciéon (BDMTM, 2009).
En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, se encontré que

el extracto acuoso de las hojas de I. murucoides inhibe el efecto inflamatorio y



la actividad enzimética de hialuronidasa inducidos ambos por el veneno del
alacran Centruroides limpidus (Acosta Buitron, 2025) y por el veneno de la
tarantula Poecilotheria regalis (Pescador Tovar, 2024). Ademas, se encontré
gue este extracto produjo un efecto vasoconstrictor sobre segmentos de aorta
aislados de rata, pero no produjo ningun efecto sobre las contracciones
espontaneas de segmentos de ileon aislado de rata (Paredes Ayala, 2024), lo
gue resulta interesante si se considera que otras especies del mismo género
presentan efectos vasodilatadores que podrian ser benéficos para la salud. Sin
embargo, en el caso de |. murucoides el efecto vasoconstrictor se puede
considerar como un efecto no deseado del cual, hasta la fecha, se desconocen
los mecanismos de accion involucrados.

Es importante mencionar que, en algunos estudios, se han reportado efectos
toxicoldégicos en especies del género Ipomoea, principalmente en cabras y
ovejas (Fatima et al., 2014). Ademas, en un estudio, se aislaron resinas
glicosiladas citotoxicas en un extracto etandlico de I. aguatica y se encontré que
dichas resinas incrementan los niveles de calcio intracelular en células Hep-G2
(Fan et al., 2014). En México, |. murucoides esta ampliamente distribuida en el
occidente y centro del pais. En la medicina tradicional, se menciona el uso de
infusiones de las hojas de |. murucoides por via oral para tratar las
intoxicaciones causadas por la picadura de alacran (Meira et al., 2012). Sin
embargo, hasta el momento, no existe informacion acerca de los posibles
efectos adversos de esta especie. Es por esto que en este estudio se planted
como objetivo determinar el mecanismo de accion involucrado en el efecto
vasoconstrictor producido por el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides
y analizar su toxicidad. Los resultados de este estudio complementaran la
informacion sobre posibles efectos adversos que pudiera tener este extracto

acuoso.



2. ANTECEDENTES
2.1.Familia Convolvulaceae y género Ipomoea

La familia Convolvulaceae pertenece al grupo de las angiospermas que posee
alrededor de 57 géneros y 1650 especies a nivel mundial y para México, se registran
18 géneros y 295 especies (Fernandez-Puga et al., 2019). Esta familia es la que
mejor representa las propiedades medicinales purgativas y alucinégenas de los
vegetales, donde los géneros mas significativos de esta familia son Ipomoea,
Convolvulus, Exogonium y Operculina (Castafieda-Gémez et al., 2013). Su
distribucién va desde Sur a Centroamérica y en algunos paises del territorio africano
(Meira et al., 2012), encontrandose en areas tanto tropicales como templadas
(Yadav et al., 2018). Las plantas de la familia Convolvulaceae son utilizadas en la
fitoterapia para la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades (por ejemplo,
renales), asi como su uso medicinal, alimentario y ornamental de variasde sus

especies (Jaimes-Acuiia, 2019).

El género Ipomoea es uno de los mas representativos de la familia
Convolvulaceae.Se compone principalmente de plantas en forma de enredadera,
sin embargo, algunas especies son arborescentes o arbustivas, las cuales se
caracterizan por sus hojas en forma de corazon y flores como campana, de ahi su
nombre comun “campanitas” (Meira et al., 2012). Este género contiene cerca de
400-500 especies tropicales y subtropicales, la mayoria de las cuales estan
distribuidas en América. Muchas especies son utilizadas como ornamentales debido
a sus bellas flores (Dunin, 2007). Incluso hoy en dia, este género es considerado
como “plantas magicas” debido a que sus plantas sobreviven en épocas de sequia,
ademas de ser utilizadas por curanderos porgue son consideradas reductoras del
excesivo calor corporal y su aplicacidbn en traumatismos leves y condiciones

inflamatorias (Chérigo & Pereda-Miranda, 2006).

2.1.1. Propiedades farmacoldgicas de las especies del género Ipomoea
Diversos estudios han demostrado que varias especies del género Ipomoea

presentan las siguientes propiedades: antiinflamatoria, antimicrobiana,



anticancerigena, hipotensora, vasoconstrictora, vasodilatadora, psicomimética y
espasmolitica. Los constituyentes biologicos mascomunes de estas plantas son
alcaloides de ergolina, indolizidina y nortropano, asi como la presencia de
compuestos fendlicos, cumarinas, glicolipidos, lignanos, terpenoides y flavonoides
(Meira et al., 2012).

En un estudio, se encontré que el extracto acuoso de la raiz de |. stans presentd
actividad inhibitoria en la contraccion méaxima inducida por noradrenalina en
segmentos aislados de aorta de rata (Perusquia et al., 1995). En otro estudio, el
extracto metandlico de las hojas de |. batatas produjo un efecto vasodilatador
dependiente de la concentracién sobre segmentos aislados de aorta de rata, el cual
fue dependiente del endotelio vascular y se inhibi6 significativamente en presencia
de un inhibidor de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS) (Runnie et al., 2004). Por
otra parte, Waskito et al. (2022) encontraron que el extracto acuoso de las hojas de
|. batatas presentd un efecto antiaterosclerético en un modelo de aterosclerosis
inducido en ratas con una dieta alta en grasas. El efecto que se observé estuvo
asociado con un incremento en el nimero de macrofagos, asi como la modulacion de
la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular y de la NOS endotelial.
En otro estudio, Pongprayoon et al. (1989) encontraron que el extracto de I. 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. En otro estudio, se aislaron tres nuevos glucolipidos (tyrianthinas C, D y
E) en el extracto metandlico de I. tyranthina, los cuales presentaron un efecto
vasodilatador dependiente de la concentracion y dependiente de endotelio vascular

en segmentos aislados de aorta de rata (Ledn-Rivera et al., 2014).

2.1.2. Toxicidad de especies del género Ipomoea

Hoy en dia, es limitada la informacion y las investigaciones realizadas alrededor
de la toxicidad que pudieran generar los extractos de las especies del género
Ipomoea. Esto es de interés, ya que el uso de las especies de este género se da
principalmente por la poblacién rural sin fundamento cientifico para hacerlo. Debido
a su cultura y sus creencias, ella hace uso de estas plantas para el tratamiento de

enfermedades y afecciones que, si bien, existen investigaciones sobre compuestos
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gue se encuentran en las especies del género Ipomoea, la informacién en cuanto a
su toxicologia es muy limitada (Khairani et al., 2022).

El primer reporte de toxicidad en una especie del género Ipomoea fue en el afio
de 1939 por Hoehne (1939), donde reportaba la toxicidad de I. fistulosa en cabras y
bovinos de Brasil y Chile, donde se presenta un estado semejante a la embriaguez,
gue finalmente termina en el deceso del animal. Mas tarde, Tokarnia et al. (1960)
mostraron por primera vez la toxicidad de I. fistulosa en rumiantes de forma
experimental. Después, Pittier (1970) reporta a |. abutiloides como planta venenosa
tanto para ganado vacuno como caprino y Moussatche et al. (1973) demostraron la
toxicidad de I. carnea en ganado caprino, ovino y bovino.

Ya entrados los afios 2000, Barbosa et al. (2006) estudiaron y demostraron la
toxicidad de I. riedelli e 1. serichophylla que ya tenian reportes de posibles causas de
muerte en ganado caprino; esto a través de la induccion de la enfermedad por
almacenamiento de glucégeno, el cual puede causar bajos niveles de azlcar en
sangre, dafio hepatico, dafio renal y debilidad muscular. En su investigacion,
encontraron el componente principal de ambas especies, siendo este un alcaloide
conocido como swansonina, asi como de calisteginas B1, B2 y Cy, siendo los ultimos
compuestos detectados en I. riedelli.

En otro estudio, Rios et al. (2007) evaluaron la hepatotoxicidad inducida por I.
carnea var. fistulosa en cabras a través de un ensayo de toxicidad subaguda, donde
concluyen que la administracion por via oral diaria de 50 g/kg de I. fistulosa en
cabras, produce intoxicacion, la cual induce lesiones degenerativas y necroticas del
higado, que resultan de mayor intensidad a medida que se alarga el tiempo de
consumo de la especie. Las cabras intoxicadas manifestaron semiologia nerviosa,
esto posiblemente al dafio hepético. Las lesiones presentadas en las cabras se
atribuyen a la presencia de las calisteginas As, Bi1, y B> y a la swansonina presentes
en la planta. Estos compuestos son alcaloides que generan acumulacién de
oligosacaridos en el citoplasma de varios tejidos, induciendo el depoésito de
sustancias no degradadas en lisosomas que conducen a alteraciones y lesiones en

los hepatocitos (Mendonca et al., 2018).
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Fig. 1. Estructura de la swansonina (Bols et al., 2007).

En 2013, Cholich et al. realizaron un estudio donde evaluaron la toxicidad
subaguda durante 65 dias en cobayo, donde encontraron que la ingesta de I. carnea
indujo toxicidad neurolégica acompafada de cambios fisicos y conductuales, donde,
aquellos cobayos a los que se les administro I. carnea en forma de “pequefas
esferas” mostraban preferencia por las mismas, rechazando alfalfa fresca que es el
alimento que se les da comunmente. Esto se lo atribuyen a que algunas especies
del género Ipomoea contienen derivados del acido lisérgico, los cuales pueden ser
la causa de la ansiedad del animal. En otro estudio, Gotardo et al. (2016) evaluaron
los efectos de I. carnea durante la gestacion de crias y posterior nacimiento para
evaluar sus efectos sobre ellas. Encontraron que las crias cuyos uteros fueron
expuestos a . carnea mostraron bajo rigor al nacer, lo cual desencadenaria baja tasa
de supervivencia de la cria, asi como dificultad para levantarse y reconocer a su
madre horas después del nacimiento.

En cuanto a la especie de |. batatas, Khairani et al. (2022) evaluaron la toxicidad
aguda y subcronica del yogur del camote purpura en ratas. No observaron signos de
toxicidad o muerte en ambos ensayos de toxicidad. Tampoco encontraron signos de
dafo a nivel tisular en higado ni en rifiones. En el mismo afio, Sathyanarayanan et
al. (2022) evaluaron la toxicidad aguda y subcroénica de I. wightii en ratas de la cepa
Wistar. En el ensayo de toxicidad, usando una dosis de 2000 mg/kg, no se mostraron
signos de toxicidad en ratas, al igual que en el ensayo de toxicidad subaguda.

Por lo general, en las investigaciones realizadas actualmente alrededor del

estudio de la toxicidad de especies del género Ipomoea, se administran partes de la



planta, sin embargo, el estudio de la toxicidad de extractos provenientes de especies
de dicho género es escaso, asi como las especies que se estudian del género
anteriormente mencionado.

2.2.lpomoea murucoides (Roem & Schult.)

I. murucoides (Roem. & Schult.), conocido comunmente como “cazahuate” en su
origen Nahuatl (lenguaje azteca) que significa “arbol para curar sarna”, es un arbol
de 2 a 8 m de altura, de madera blanda, distribuido en el Valle de México, y fuera
de ahi va desde Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Nayarit y Durango (Fig. 2)
(Rzedowski, 2005).

Fig. 2. Distribucion de I. murucoides en México. (McPherson, 1981).



Cuadro 1. Taxonomia de |. murucoides. (IBUNAM, 2019 & Castro, 2019)

Reino Plantae
Phylum Tracheophtya
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Especie Ipomoea murucoides
Nombre cientifico Ip olg'; Zﬁ_n;uéiﬁﬂfes

2.2.1. Compuestos aislados de I.

murucoides

Desde el punto de vista quimico, las resinas glicosiladas son una mezcla de

glicolipidos de alto peso molecular de naturaleza anfipatica, debido a la presencia
de una porcién hidrofilica (el nucleo de oligosacéarido) y una aglicona hidrofobica

(dcidos grasos monohidroxilados de catorce a dieciséis atomos de carbono)

formando macrolactonas (Pereda-Miranda et al., 2010).
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Fig. 3. Estructura de las murucoidinas XII-XIV (A)
(1, 2, 3) y XV-XVI (B) (4 y 5) (Chérigo et al., 2009).

En un estudio, Ledn et al. (2005) aislaron glicoresinas llamadas murucinas 1-5,
las cuales presentaron actividad marginal a una dosis efectiva media (EDso) (EDso
5.0 pyg/mL) contra células de carcinoma de ovario (OVCAR-5), pero inactivo (EDso
>20 pg/mL) contra células de carcinoma de colon (HCT-15) y carcinoma cervical
(UISO-SQC-1). En otro estudio, de las flores de |. murucoides seaislaron cinco

tetrasacaridos lipofilicos llamados murucoidinas XlI-XVI (Chérigo et al., 2009).

En otro estudio de investigacion, se aislaron del extracto cloroférmico de las
flores de I. murucoides tres pentasacaridos del acido 11-hidroxihexadecanoico, las
murucoidinas XVII-XIX,ademas de las murucoidinas antes mencionadas, utilizando

High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) (Corona-Castafieda et al., 2013).
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Fig. 4. Estructura de las murucoidinas XVII 'y XVIII (1 y 2) (Corona-Castafieda et
al., 2013).



2.2.2. Usos en la medicina tradicional de I. murucoides

En el relato del siglo XVI de la herbolaria prehispanica mexicana “Codice de la
Cruz-Badiano” (Emmart, 1940), las propiedades antisépticas de esta planta
medicinal seconfirman en una descripcion de como los curanderos aztecas usaban

a |. murucoides para prevenir la pérdida de cabello.

I. murucoides ha sido usada desde tiempos antiguos para el tratamiento de
enfermedades de la piel (Argueta-Villamar et al., 1992), esto se hace lavando las
partes afectadas con una decoccién de flores, hojas, tallo y corteza. Esta decoccion
también es tomada para tratar picaduras de escorpion. Hematomas e inflamacion
son tratados con tiritas o cataplasmas Unicamente las flores y hojas. Para
inflamacion abdominal y dolor de estdmago, las hojas de “cazahuate” son hervidas
en agua, que en combinacién con madera de “palo mulato” (Zanthoxylum fagara) y
cuajiote (Pseudosmodingium perniciosum) se tomaantes del desayuno durante tres
dias (Chérigo & Pereda-Miranda et al., 2006). También el humo resultante de la

guema del arbol es usado en México para ahuyentar mosquitos (Meira et al, 2012).

2.2.3. Efectos biolégicos encontrados en |. murucoides

Muchas de las actividades bioldgicas importantes y diversas de interés
terapéuticose atribuyen a las resinas glicosiladas de esta especie. Una de ellas es
su actividad antibacterial sobre cepas resistentes de S. aureus (Pereda-Miranda et
al.,2006), inhibiendo su crecimiento y en ciertos casos, inhibiendo su mecanismo de
resistencia a multiples farmacos para el tratamiento de infecciones resultantes de
cepas resistentes a farmacos de S. aureus (Chérigo et al., 2008). EI mecanismo
principal en el desarrollo de resistencia bacteriana se debe a la presencia de
proteinas transmembranales que confieren el fenotipo de resistencia a multiples
farmacos (MDR), por ejemplo, las bombas de noradrenalina (Nor-A) y tetraciclina K
(TetK). Estas proteinas fungen como sistema de transporte que son activadas para
expulsar antibiéticos, evitando que el farmaco alcance la concentracion requerida

para efectuar su actividad en la célula (Savjani et al., 2009; Stavri et al., 2007).

En un estudio se evalué el potencial de las murucoidinas XVII-XIX como agentes
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sinergistas en combinacion con tetraciclina y kanamicina para aumentar el efecto
antibacteriano en cepas de Rosetta gami, Salmonella enterica y Shigella flexneri, se
observé que las murucoidinas como compuesto no presentaron actividad citotéxica
ni antibacteriana, sin embargo, presentaron accion sinergista, en especial
combinando las murucoidinas con tetraciclina y kanamicina en cepas de S. flexneri.
Esto se debe a que las murucoidinas se anclan a la doble capa lipidica de las
bacterias Gram-negativas, generando poros en ella y permitiendo el rapido acceso
de los antibidticos al interior de la célula bacteriana, generando ese potencial
sinérgico con el antibiético (Corona-Castafieda et al., 2013).

En otro estudio se evalué la actividad antiproliferativa de las murucoidinas en
célulascancerosas a través de un ensayo citotoxico, utilizando cultivos de células
como modelos representativos de carcinoma de colon, cervical y ovarico, logrando
observar una pequefia disminucidon en la tasa de reproduccion de células
cancerosas, obteniendo una EDso menor a 25 pg/ml. Del mismo modo, observaron
gue a un lapso de 48 horas, el porcentaje de viabilidad de las células cancerosas

disminuy0 significativamente (alrededor de un 70%) (Ledn-Rivera et al.,2016).

2.3.Fundamentacion tedrica de los ensayos bioldgicos

Una herramienta util para el estudio de actividad farmacoldgica de moléculas
nuevas son los ensayos con tejido aislados (Enna et al., 2002; Alm et al., 2002),
técnicas ex vivo las cuales son ampliamente usadas en el area de la
etnofarmacologia para la evaluacion del efecto de extractos y moléculas obtenidas
a partir de plantas. Estas técnicas permiten determinar las respuestas funcionales
de diferentes tejidos ante la presencia de diferentes compuestos (Dalgaard et al,
2022).

2.3.1. Ensayo de aorta de rata

Desde los principios de los 50’s hasta la fecha, el ensayo de aorta de rata es y
ha sido un modelo productivo para estudios farmacolégicos. Este ensayo es usado

como biomarcador, sin embargo, depende de la funcionalidad del endotelio,ya que
11



juega un rol clave en la relajacion y constriccion vascular y su disfuncionalidad se
caracteriza por un cambio en las acciones del endotelio hacia la vasodilatacion, un
estado pro-inflamatorio y propiedades pro-trombéticas (Vinet et al.,, 2012). La
disfuncionalidad del endotelio ha sido implicada en la fisiopatologia dediferentes
formas de enfermedades cardiovasculares, incluyendo hipertension, enfermedad de
la arteria coronaria, falla crénica del corazén, enfermedad de la arteria periférica,

diabetes y falla renal crénica (Félétou & Vanhoutte, 2006).

Este ensayo permite evaluar si una sustancia induce vasoconstriccion o
vasodilatacion, estudiar los mecanismos regulatorios del tono vascular, como el papel
del NO, el sistema nervioso autonomo o los canales de calcio. Del mismo modo,
nos ayuda a identificar los receptores o vias de sefializacion que estan involucrados
en la respuesta vascular (como determinar si una sustancia actua a través de
receptores adrenérgicos, muscarinicos o receptores especificos del endotelio),
evaluar la toxicidad vascular al investigar si un compuesto tiene efectos toxicos
sobre los vasos sanguineos, lo que es crucial en el desarrollo de farmacos, ademas
de observar si un compuesto produce una contraccion excesiva o dafio a la aorta,

lo que se considera peligroso para el sistema cardiovascular (Wang et al., 2012).

En este ensayo se hace contraer el musculo liso utilizando KCI y fenilefrina. El
KCles utilizado como estimulante para producir un efecto inhibitorio en receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) y activar el musculo liso mediante un mecanismo
gue involucra la activacién de canales voltaje dependientes de Ca?* que conduce al
aumento de Ca?" en el citosol, aumentando la unién del Ca*? con la calmodulina,
aumentando la concentracién del complejo Ca*?-calmodulina, activando la quinasa
de la cadena ligera de miosina (MLCK), la cual fosforila miosina utilizando adenosin
trifosfato (ATP), dando como resultado adenosin difosfato (ADP) y miosina
fosforilada. Al aumentar la concentracion de miosina fosforilada, se da una
interaccion entre la miosina fosforilada y la actina, la cual no es un proceso
catalizado por ninguna enzima, sino un proceso mecanico, dando como resultado
la contraccion del musculo. Este mecanismo de acoplamiento estimulo-respuesta
inducido por el KCI es un conjunto de herramientas estandar que se utiliza en

estudios comparativos para explorar mas mecanismos complejos generados por la
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activacion e inhibicién de GPCR (Ratz et al., 2005).

2.3.2. Ensayo de hemdlisis

Muchas plantas contienen compuestos quimicos que pudieran tener efecto
hemolitico o anti-hemolitico en eritrocitos humanos. Los extractos de plantas
pueden afectar positivamente la membrana de los glébulos rojos y muchas plantas
tienen efectos adversos serios, los cuales incluyen induccién de anemia hemolitica.
El modelo de eritrocito es empleado ampliamente, ya que presenta una directa
indicacién de toxicidad de formulaciones inyectables, asi como indicaciones

generales de la toxicidad sobre la membrana (Zohra & Fawzia, 2014).

Un criterio importante al momento de la generacidon de formulaciones inyectables
esevitar la presencia de dolor al administrarse la inyeccion, ya que el dolor se le
atribuye a la hemolisis causada por administracion intravenosa, resultando en la
liberacion de hemoglobina de los eritrocitos al plasma sanguineo. La liberacion de
hemoglobina puede resultar en irritacion vascular, flebitis (inflamacion en las
paredes vasculares), anemia, ictericia (piel amarillenta), kernicterus (dafio cerebral),

falla renal y en algunos casos, la muerte (Amin & Dannenfelser, 2006).

2.3.3. Ensayos de toxicidad

La toxicidad se define como el grado en el que una sustancia exdégena interactia
con moléculas enddgenas en un ser vivo, en donde la toxicidad de una sustancia
es mayor cuanto menor sea la dosis requerida para inducir y/o producir un efecto
nocivo. Para poder estimar el potencial de un agente quimico, es comun el uso de
animales de experimentacion a dosis Unicas (toxicidad aguda) o a dosis repetidas
(toxicidad subaguda, subcrénica y cronica). Los signos toxicoldgicos que se pueden
observar son: mortalidad, cambios en el peso corporal y alimentaciéon. Los dafios
fisiol6égicos ocurridos en animales de experimentacion pueden ser reversibles o

irreversibles (Velasquez Ledn, 2022).

En los ultimos afios, las plantas han llamado la atencion de los investigadores, ya
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gue son una fuente muy basta de metabolitos secundarios, los cuales son usados
tanto en suplementos alimenticios como moléculas candidatas a farmacos. Sin
embargo, muchos farmacos en desarrollo fallan en las pruebas clinicas, debido a
efectos secundarios no previstos (Mahdi-Pour et al., 2011). La toxicidad puede ser
causada por un compuesto que interacciona con un blanco molecular distinto al

blanco seleccionado para el beneficio terapéutico.

Los farmacos usualmente son probados en mamiferos como ratones, ratas y
perros,usando modelos in vivo, sin embargo, la tendencia en los ultimos afios es el
estudio en modelos in vitro, mostrando resultados muy prometedores en las
predicciones de toxicidad (Yoon et al., 2012), siendo clave para la determinacion de
la dosis letalmedia (DLso) definida como la dosis de una sustancia que causa la
muerte del 50%de una poblacién de organismos en un tiempo determinado (Evans
et al., 2001).

Existen muchas ventajas en el uso de modelos in vivo para el estudio de toxicidad,
como lo son la simulacion de condiciones reales de exposicion, estudio de dosis-
respuesta, estudio de la toxicidad reproductiva y del desarrollo, identificacion de
biomarcadores de toxicidad, evaluaciéon de efectos sistémicos, entre otras (Dusinska
et al., 2017).

2.3.3.1. Toxicidad aguda

Se define como aquella toxicidad donde efectos adversos y efectos toxicos se
manifiestan en segundos, minutos, horas o dias (14 dias maximo) tras la
administracién por via oral o cutanea de una dosis elevada de una sustancia
(Velasquez Leodn, 2022). La toxicidad aguda permite observar efectos adversos que
pudieran aparecer en un tiempo corto posterior a la administracion de la dosis Unica
administrada en un tiempo de 24 a 48 horas (Gil Padilla, 2022).

2.3.3.2. Toxicidad subaguda

Es definida como la patologia que aparece en un lapso de tiempo corto (dias o

semanas) de dosis administradas a lo largo del periodo. Si bien al inicio no se
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observan trastornos visibles, a corto plazo se pueden obtener evidencias de la
intoxicacion (Gil Padilla, 2022), generalmente en un plazo de 30 dias (un mes) a 90
dias. Normalmente, los dafios ocasionados por este tipo de toxicidad tienden a ser
tanto reversibles como irreversibles (Velasquez Ledn, 2022).

2.3.3.3. Toxicidad crénica

Se define como aquella toxicidad que aparece por absorcion repetida de una
sustancia toxica, generalmente a niveles relativamente bajos y por un tiempo
prolongado. Pueden pasar meses (6 meses aproximadamente) o afios hasta que
se presenten sintomas o trastornos (Velasquez Ledn, 2022). Suelen aparecer
estados patologicos que, en la mayoria de los casos, son de caracter irreversible
(Gil Padilla, 2022).

3. JUSTIFICACION

El género Ipomoea incluye diversas especies conocidas por sus amplias
propiedades farmacoldgicas. La especie endémica de México |. murucoides,
conocida comunmente como cazahuate, se utiliza tradicionalmente en el tratamiento
de afecciones como salpullido en la piel, inflamacion y picaduras de alacran (Meira

et al., 2012). En algunos estudios previos se encontré que el extracto acuoso de
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las hojas de esta especie puede disminuir la inflamacion y la actividad de
hialuronidasa, causada por el veneno del alacran Centruroides limpidus (Acosta
Buitrén, 2025) y por el veneno de la tarantula Poecilotheria regalis (Pescador Tovar,
2024); también se encontr0 que este extracto produce vasoconstriccion en
segmentos de aorta aislados de rata (Paredes Ayala, 2024), lo que resulta
interesante si se considera que otras especies del mismo género presentan efectos
vasodilatadores, por lo que este efecto podria considerarse como no deseado, esto
tomando en cuenta que la hipertension es un problema de salud debido a que es un
factor de riesgo significativo que conlleva a otras complicaciones cardiovasculares,
siendo una de las primeras causas de muerte a nivel mundial. Por lo tanto, resulta
interesante obtener informacion sobre los mecanismos de accion del efecto
vasoconstrictor producido por el extracto acuoso de las hojas de I. murucoides. Asi
mismo, la generacion de informacion sobre los efectos toxicologicos del extracto
acuoso de I. murucoides adquiere relevancia cientifica y social, ya que permitira
ampliar el conocimiento sobre esta planta medicinal, ademas de establecer criterios
sobre el uso de infusiones de esta especie en la medicina tradicional. Este estudio
complementara un analisis preliminar de la composicion quimica del extracto
acuoso de I. murucoides, lo que permitird profundizar sobre los posibles efectos
farmacoldgicos y/o toxicologicos de dicho extracto. Esta informacion también
complementara la informacion sobre posibles efectos adversos que pudiera tener

este extracto.
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4. HIPOTESIS

El extracto acuoso de las hojas de |. murucoides Roem. & Schult. contiene
compuestos capaces de inducir vasoconstriccion mediante un mecanismo de
accion que involucra la participacion del calcio extracelular y no provoca efectos

toxicoldgicos sistémicos en animales de experimentacion.
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5. OBJETIVOS

5.1.Objetivo general

Determinar el mecanismo de accién involucrado en el efecto vasoconstrictor
producido por el extracto acuoso de las hojas de |I. murucoides y analizar su
toxicidad.

5.2.0bjetivos especificos

Determinar la participacion del endotelio vascular y del calcio extracelular en
el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto acuoso de las hojas de |I.
murucoides sobre segmentos de aorta aislados de rata.

Determinar la toxicidad del extracto acuoso de las hojas de |. murucoides en
grillos Acheta domesticus.

Evaluar la toxicidad oral aguda del extracto acuoso de las hojas de |I.
murucoides en ratas y determinar su efecto citolitico en eritrocitos de rata.
Determinar la concentracion de compuestos fendlicos que se encuentran

presentes en el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides.

18



6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Animales de experimentacion

Para este proyecto de investigacion se utilizé un total de 31 ratas macho de la
cepa Wistar con un peso de entre 200 y 250 gramos, de las cuales 25 ratas fueron
para el ensayo de toxicidad oral aguda y 6 ratas para los ensayos de aorta aislada
de rata y hemdlisis (para el ensayo de hemolisis se utilizaron las mismas ratas que
para el ensayo de aorta aislada de rata). Los animales de experimentacion fueron
adquiridos del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, campus Juriquilla en Querétaro. Los animales para el ensayo
de aorta aislada de rata se resguardaron conforme a la NOM-062-Z00-1999,
apartado 5.1, manteniendo los animales de experimentacién dentro del Bioterio de
la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro en condiciones
de alimentacion e hidratacion ad libitum (el alimento sera ABENE BDL-7100 para
animales de experimentacion en fase de mantenimiento), las cuales estaran al
interior de jaulas de acrilico (187 cm? por animal) con cama sanitaria de aserrin
comercial esterilizado, almacenando 2 ratas por jaula y realizando la limpieza de las
jaulas cada dos dias. Los animales de experimentacion estaran a una temperatura
de 24°C + 2°C y con una humedad del 40-70%, manteniendo ciclos de luz cada 12
horas, manteniendo un aislamiento sonoro en el bioterio. Al tener la necesidad de
realizar ensayos con tejidos aislados, los animales seran decapitados con guillotina
para la inmediata extraccion de los tejidos requeridos (NOM-062-ZO0O- 1999,
apartado 9.5.3.3). Los animales a utilizar en el ensayo de toxicidad en ratas se
resguardaran conforme a la NOM-062-Z00-1999, apartado 5.1, manteniendo los
animales de experimentacion dentro del bioterio del Instituto en Neurobiologia de la
Universidad Autonoma de México, campus Juriquilla en Querétaro, en condiciones
de alimentacion e hidratacién ad libitum (el alimento sera ABENE BDL-7100 para
animales de experimentacion en fase de mantenimiento), las cuales estaran al
interior de jaulas de acrilico jumbo (50 cm x 40 cm x 20 cm), almacenando cada
grupo de 5 ratas por jaula (grupo 5 mg/kg; grupo 50 mg/kg; grupo 500 mg/kg; grupo
5000 mg/kg y grupo control). La limpieza de cada jaula se realizé diariamente. Los
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animales de experimentacion estuvieron a una temperatura de 24 °C + 2°C y con
una humedad del 40-70%, manteniendo ciclos de luz cada 12 horas, manteniendo
un aislamiento sonoro en el bioterio. De acuerdo al apéndice A de laNOM-062-Z0O0-
1999, el grado de molestia que se causo a los animales de experimentacién en el
estudio de toxicidad en ratas es de categoria C, para los ensayos de toxicidad en
grillos fue de categoria A, mientras que para el ensayo de aorta aislada de rata y
actividad hemolitica fue de categoria A, al final de estos experimentos se indujo la
muerte a los animales de experimentacion en una camara de eutanasia saturada de

gas COa..

Para los ensayos de toxicidad en grillos se utilizé un total de 90 grillos (Acheta
domesticus) que fueron adquiridos en una tienda de mascota como alimento vivo.
Los animales contaron con suficiente agua (algodén humedecido constantemente
con agua purificada) y alimento balanceado para grillos (Petmmal) y fueron
agrupados en 6 grupos de 5 individuos (por triplicado) en recipientes de plastico
transparente de 1 litro de capacidad adaptados con perforaciones para permitir la
respiracion adecuada. Una vez finalizado el ensayo, se indujo la muerte de los grillos
con CO.. El niumero de sujetos por grupo experimental fue el minimo requerido para
realizar estudios para determinar la toxicidad en ratas y grillos de un extracto
proveniente de una planta (Langade et al., 2023; Pérez-Gonzalez et al., 2025; Ryu
et al., 2016).

6.2.Manejo de residuos bioldgicos y de sustancias quimicas

Los residuos peligrosos biolégicos infecciosos se etiquetaron y almacenaron de
acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 por un periodo no mayor a 30 dias. Los
desechos quimicos se gestionaron y almacenaron conforme a lo establecido en la
NOM-005-STPS-1998. Asi mismo, se contratd un servicio especializado para su

recoleccion, tratamiento y procesamiento.

6.3.Recoleccién del material vegetal y preparacién de los extractos de |
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murucoides (Roem. & Schult)

Las hojas de I. murucoides fueron recolectadas en el area natural del campus
Juriquilla de la Facultad de Ciencias Naturales y de las jardineras de la Facultad de
Ingenieria campus Cerro de las Campanas de la Universidad Auténoma de
Querétaro, en el municipio de Querétaro, Querétaro. En cada localidad se tomaron
muestras de aproximadamente 40 cm de largo, que incluian hojas. Esto con la
finalidad de tener ejemplares botanicos de respaldo, los cuales fueron identificados
con ayuda de bibliografia especializada y cotejados con los ejemplares botanicos
depositados en el herbario “Dr. Jerzy Rzedowski” de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro (Numero de registro
QMEX00015382). Los ejemplares resultantes fueron depositados en dicho herbario
para su consulta futura.

Las hojas se dejaron secar a temperatura ambiente y a la sombra durante 2
semanas en un lugar ventilado. Una vez seco, se trituraron con un molino manual. El
polvo obtenido se macer6é de manera consecutiva por periodos de una semana, a
temperatura ambiente y en obscuridad, con diclorometano, etanol y agua en proporciones
de 800 ml de liquido por cada 200 g de extracto seco. Los macerados se filtraron por
gravedad y se llevaron a sequedad. Este trabajo se enfoco en el extracto acuoso de las
hojas de I. murucoides, que se seco mediante liofilizacion y se almacend en refrigeracion
a 4°C.

6.4.Ensayo de aorta de rata

Considerando que el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides induce un
efecto vasoconstrictor sobre segmentos de aorta aislada de rata (Paredes Ayala,
2024), se utiliz6 el ensayo de aorta aislada de rata para determinar la importancia del
endotelio vascular y del calcio extracelular en el mecanismo del efecto
vasoconstrictor del extracto, este ensayo se realizoé de acuerdo con las condiciones
previamente estandarizadas (Garcia-Arredondo et al., 2016). Para esto, se utilizaron
6 ratas machos de la cepa Wistar que se sacrificaron por decapitacién con una
guillotina de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999, apartado 9.5.3.3. Para este ensayo,

por cada rata se obtuvieron 4 segmentos de aorta, cada experimento se realizé con
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4 repeticiones, cada una de las cuales se realizaron con segmentos de aorta
provenientes de diferentes ratas. Durante el ensayo se extrajo la aorta toracica
descendente y se coloc6 en solucidn fisiologica de Krebs-Henseleit sobre una cama
de hielo y se gasificd constantemente con 95% O2 y 5% CO2. Inmediatamente
después de extraer el tejido, se limpid su interior con la misma solucién de Krebs-
Henseleit. Se elimind el tejido conectivo de la aorta y se cortaron segmentos de 3
mm de longitud. A algunos segmentos se les retir6 el endotelio vascular para evaluar
si la vasoconstriccion es dependiente o no del mismo. Estos segmentos fueron
colocados entre ganchos de acero inoxidable suspendidos en camaras de bafio
organico que contendran solucion fisiol6gica de Krebs-Henseleit (pH 7.4; NaCl 126.8
mM, KCI 5.9 mM, CaClI2 2.5 mM, MgS0O4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 30 mM
y dextrosa 5 mM) oxigenada constantemente con carbogeno y mantenida a 37°C.
Todos los tejidos se estabilizaron durante 60 min a una tension de 1.5 g; durante este
periodo, los tejidos se lavaron cada 15 min. Después del ajuste final a la tensiénbasal
de 1.5 g, los segmentos de aorta se contrajeron primero con KCI| (100 mM) para
sensibilizar el tejido. Posteriormente, los tejidos se lavaron para restablecer la tension
basal y se contrajeron con fenilefrina 1 uM; la contraccion inducida por fenilefrina se
utiliz6 como valor de referencia para estimar los porcentajes de contraccion. Para la
determinacién de la participacion del endotelio vascular en la contraccion inducida
por el extracto se realizaron experimentos en segmentos de aorta libres de endotelio
vascular a la concentracion de 316 ug/ml de extracto. El endotelio fue removido
haciendo pasar através de la aorta 5 ml de una solucion de acido desoxicélico al
0.2% en solucidén salina fisiolégica. Para comprobar que mediante este tratamiento
con acido desoxicolico se elimina gran parte de la participacion del endotelio se
realizaron pruebas con 10 uM de acetilcolina, que generaron una respuesta menor
al 10% de relajacion, cuando se compara con la respuesta en segmentos con
endotelio vascular. Por otro lado, para la determinacién de la participacion del calcio
extracelular se evalu¢ el efecto vasoconstrictor del extracto a la misma concentracion

en una solucion de Krebs-Henseleit libre de calcio con EDTA 2.5 mM.

6.5.Ensayo de toxicidad en grillos
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Se realiz6 un ensayo preliminar para estimar el valor de la DLso del extracto
acuoso de las hojas de |. murucoides, para esto, se utilizaron 90 grillos Acheta
domesticus de sexo indeterminado, de 0.4 gramos de peso aproximadamente. Este
ensayo de toxicidad se realiz6 de acuerdo a un método previamente estandarizado
(Garcia-Arredondo et al., 2015). El extracto se administré via inyeccion toracica en
el grillo (n=5 para cada dosis de extracto) a diferentes dosis (100, 1000, 3160 y
10,000 ug/g de peso corporal). El extracto se disolvié en solucion fisiol6gica para
insectos compuesta de 200 mM NaCl, 3.1 mM KCI, 54 mM CaCl2, 4 mM
MgClz, 2 mMNaHCOs, 0.1 mM Na2HPO4, pH 7.2. El volumen de inyeccion para
todos los grillos fue de 20 ul, se administr6 un grupo de referencia soélo con la
solucion para insectos. Las inyecciones se realizaron con una jeringa de 0.3 ml (B-
D Ultra-Fine, Terumo Medical Corporation, USA). Después de la inyeccion, los
grillos se colocaron en contenedores de plastico con agua, algodon humedo y
alimento seco balanceado para grillos. Se cont6 el porcentaje de mortalidad de cada
grupo a las 24 y 48 horas después de la inyeccion. Se estimé la DLso mediante un

ajuste no lineal de la curva dosis-efecto, la curva se realizo por triplicado.

6.6.Ensayo de hemdlisis

Para la determinacion de la actividad hemolitica se utilizo el ensayo de hemodlisis
en eritrocitos de rata. Para este ensayo se utilizé6 sangre de 3 ratas macho de la
cepa Wistar las cuales también fueron utilizadas en el ensayo de aorta aislada de
rata (NOM-062-Z0O0- 1999 apartado 9.5.3.3). Primero se prepard una solucion de
Alsever (pH 6.2, dextrosa 120 mM, citrato de sodio 30 mM, cloruro de sodio 7 mM y
acido citrico 2 mM), los eritrocitos se lavaron tres veces mediante centrifugacion a
2500 rpm, a una temperatura de 4°C durante 4 minutos. Una vez lavados, los
eritrocitos se calibraron de tal manera que el 100% de hemalisis que se produce al
agregar 50 pl de eritrocitos en 950 pl de agua destilada se produzca una absorbancia
de 1 a 415 nm. Una vez calibrados los eritrocitos, se evaluo la actividad hemolitica
de la muestra a las concentraciones de 0.1, 1, 10, 100, 1000 y 10,000 pg/ml. Las
mezclas de extracto y eritrocitos en solucién de Alsever se incubaron durante 30
minutos a una temperatura de 37 °C. Posteriormente, se llevaron a centrifugacion
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durante 4 minutos a 2500 rpm a una temperatura de 4°C. Se determiné el porcentaje
de hemoglobina liberada como resultado de la hemdlisis mediante lecturas
espectrofotométricas a una longitud de onda de 415 nm. Los valores de absorbancia
se convirtieron en porcentaje de hemdlisis tomando como referencia la absorbancia

gue se genera induciendo el 100% de hemolisis con agua destilada.

6.7.Ensayo de toxicidad oral aguda en ratas

La evaluacién de la toxicidad oral aguda se llevd a cabo conforme a las
recomendaciones de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OECD, 2002), con modificaciones basadas en un estudio previo
realizado en otra especie del género Ipomoea (Sathyanarayanan et al., 2022). Para
esto, el extracto acuoso, disuelto en un volumen final de 400 pL de una solucion
salina fisiologica estéril, fue administrado via oral mediante sonda gastrica. Se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso corporal de 200 a 250 g,
distribuidas en grupos de cinco animales por dosis.

Inicialmente, se evalu6 una dosis de 5 mg/kg. Tras su administracion, los animales
fueron observados de manera continua durante la primera hora y posteriormente a
intervalos de 4 a 8 horas durante las primeras 24 horas, con el fin de identificar signos
de toxicidad o mortalidad. En esta etapa se incluyd un grupo control, al cual se le
administré unicamente el vehiculo por via oral, y un grupo tratado con la dosis de 5
mg/kg. Ambos grupos fueron monitoreados durante 14 dias, registrandose el peso
corporal en los dias 1, 7y 14. Al dia 15, los animales fueron sometidos a eutanasia.

Dado que no se observo mortalidad con la dosis inicial, se procedié a evaluar
dosis de 500 y 5000 mg/kg. Estas fueron administradas por via oral bajo el mismo
esquema experimental. Los animales fueron observados durante las primeras 24
horas (con monitoreo continuo la primera hora y posteriormente cada 4 a 8 horas) y
seguidos durante un periodo de 14 dias. Al dia 15, se realiz6 la eutanasia de todos
los animales.

Al término de cada etapa experimental, se recolectaron muestras de higado,

pulmén, rifidn y una porcién del intestino delgado tanto del grupo control como del
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grupo tratado con la dosis de 5000 mg/kg, las cuales fueron destinadas a su
correspondiente analisis histopatolégico.

6.8. Estudios histopatologicos en ratas

Los cambios histolégicos causados por la administracion via oral de |I.
murucoides se llevaron a cabo en ratas utilizando la determinacién de la letalidad.
Las ratas control y ratas supervivientes a la administracion via oral del extracto se
les indujo la eutanasia en una atmésfera de CO: al finalizar el ensayo de toxicidad
oral aguda. Los pulmones, rifilones e higado fueron diseccionados y fijados en
formaldehido al 10% en solucién salina tamponada con fosfato y fueron
almacenados a una temperatura de 4 °C. Después de la fijacion, el tejido fue
procesado para su inclusion en parafina de rutina. Se prepararon cortes con un
grosor de 5 a 6 um y se tifiieron con hematoxilina-eosina para observacion con

microscopio optico.

6.9.Determinacion de niveles de aspartato aminotransferasa y alanina

aminotransferasa.

Se tomaron muestras de sangre de los animales de experimentacion empleados
en el ensayo de toxicidad oral aguda. Inmediatamente después de inducir la muerte,
se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca, se coagularon para obtener
el suero por centrifugacion y se midieron los niveles de aspartato aminotransferasa
(AST) y alanina aminotransferasa (ALT) usando Kits cinéticos ultravioleta (Sera-
Pak). La actividad de alanina aminotransferasa fue expresada en unidades por litro,
con una unidad definida como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de
1 umol de L-alanina en 2-oxoglutarato por minuto. La actividad de la aspartato
aminotransferasa fue expresada en unidades por litro, donde una unidad se define
como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 pmol de L-aspartato en

2-oxoglutarato por minuto.

6.10. Ensayo colorimétrico para compuestos fendlicos

Para el ensayo colorimétrico se utiliz6 una metodologia previamente reportada
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(Morales Barrera, 2025). En un tubo de ensayo se adicionaron 1 mL de extracto
acuoso de I. murucoides + 5 gotas del reactivo de Folin-Ciocalteu + 2 gotas de
Na>COs3 al 7.5%. En un segundo tubo (control negativo) se coloco sélo la muestra
mezcla de reactivos y se sustituyd el volumen de extracto por agua destilada. Una
coloracion azul es indicativa de presencia de polifenoles. En un tercer tubo se realizé
la prueba con el estandar el cual fue acido galico.

Interpretacion de resultados:
Coloracion amarilla: indica que no se detectaron compuestos fendlicos.
Coloracion verdosa: se detectaron compuestos fendlicos en baja cantidad.
Coloracion azul clara: se detectaron compuestos fendlicos en cantidad moderada.

Coloracion azul intensa: se detectaron compuestos fendlicos en alta cantidad.

6.11. Prueba de la espuma para saponinas

Se tomo6 1 mL del extracto acuoso de las hojas de I. murucoides en un tubo de
ensayo con tapa. Se afiadieron 9 mL de agua destilada, se agitdé vigorosamente por
30 segundos y se dejo reposar durante 15 minutos. La espuma sobrenadante indica
la presencia de saponinas en la muestra. La proporcién de saponinas se mide de
acuerdo a la altura de la espuma sobrenadante:
Altura de menos de 5mm= no se detectan saponinas
Altura de 5-9 mm= contenido bajo
Altura de 10-14 mm= contenido moderado

Altura mayor a 15 mm= contenido alto

6.12. Andlisis de principales compuestos fenélicos mediante cromatografia

de liguidos de alta resolucion

Se analizé el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides, mediante HPLC para
identificar algunos de sus principales compuestos. Se utilizO un equipo
cromatografico de la marca Waters (Milford, MA, USA), modelo Alliance, compuesto
de una bomba cuaternaria modelo €2695 y un detector de arreglo de diodos modelo
2998. Como fase estacionaria se usO una columna de fase inversa Cis Agilent
Zorbax (5 um, 15 x 4.5 mm, Santa Clara, CA, USA) y como fase mévil una mezcla

de &cido acético 0.0125 N y acetonitrilo en modo gradiente a un flujo de 1 ml/min.
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El volumen de inyeccién fue de 20 pl y la longitud de onda de deteccion de los
compuestos fue de 280 nm. El gradiente de elucion para el andlisis de &cido cafeico
se llevo a cabo utilizando un sistema de elucion en gradiente compuesto por acido

aceético 12.5 mM (Fase A) y acetonitrilo (Fase B).

El programa de elucion se inicié con una condicién isocratica de 95% de Ay 5%
de B durante los primeros 2 minutos. Posteriormente, se aplicd un gradiente lineal
para alcanzar un 15% de B al minuto 5, incrementandose de forma progresiva hasta
obtener una proporcién de 50% de A y 50% de B al minuto 20. Finalmente, el
sistema retorno a las condiciones iniciales (95% de Ay 5% de B) en el minuto 25,
manteniéndose a flujo constante durante 10 minutos adicionales (hasta el minuto
35) con la finalidad de asegurar el reequilibrio de la fase estacionaria antes de la
siguiente inyeccion. Los datos cromatograficos fueron procesados en el software
Empower 3 (Milford, MA, USA).

Los resultados del cromatograma de la muestra se compararon con una base de
datos interna de compuestos fendlicos obtenida con estandares comerciales, una
vez identificado el compuesto mayoritario, se realizo la cuantificacion utilizando una

curva de calibracion de estandar externo.

6.13. Analisis estadisticos

La estimacion de la DLsp en caso de observarse, tanto en grillos como en
roedores, se realizd6 mediante un ajuste no lineal de una curva semi-logaritmica. De
manera similar, los resultados de la actividad vasoconstrictora y hemolitica se
realizaron curvas semi-logaritmicas para estimar los valores de concentracion
efectiva media (CEsp) y unidad hemolitica media (UHsp). Todos los resultados se
expresaron como la media de 3 a 4 repeticiones + el error estandar de la media
(SEM) y fueron analizados mediante el programa estadistico Prism versién 5.0. Las
comparaciones multiples para el andlisis del efecto vasoconstrictor se realizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguidode un analisis post-

hoc de Dunnett.
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7. RESULTADOS

7.1.Efecto vasoconstrictor en aorta

Se evalud la vasoconstriccion inducida por el extracto acuoso de las hojas de |.
murucoides en segmentos aislados de aorta de rata en diferentes condiciones para
obtener informacién sobre los mecanismos de accion involucrados en el efecto
vasoconstrictor del extracto. Se utilizé fenilefrina como control comparativo y como
agonista de referencia para confirmar la viabilidad funcional del tejido frente a un
estimulante adrenérgico clasico. Se evaluod en presencia y ausencia de endotelio, asi

como en ausencia de calcio extracelular.
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Fig. 5. Fuerza de contraccion (mN) del extracto acuoso de las hojas de |I.
murucoides (EAImM) a la concentracion de 316 pg/ml bajo las siguientes
condiciones: con endotelio (+E), sin endotelio (-E) y en un medio libre de calcio (-
Ca*™). Se empled fenilefrina 1 uM como farmaco de referencia. *Presenta
diferencias significativas con respecto al control (EAIm + E) mediante un ANOVA
de una via seguido de una prueba post-hoc de Dunnett (p< 0.05).

El extracto acuoso indujo una contraccion significativa en anillos de aorta con
endotelio integro, con una fuerza cercana a 14-15 mN a la concentracién evaluada
(Fig. 5). Cuando el endotelio fue removido, la fuerza de contraccion inducida por el
extracto disminuy6 significativamente a valores proximos a 9-10 mN, indicando que

la vasoconstriccion inducida por el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides es
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parcialmente dependiente de endotelio. Al evaluar el efecto del extracto en un medio
libre de calcio se perdio el efecto vasoconstrictor, lo que muestra que la presencia

de calcio extracelular es esencial para que el extracto pueda inducir su efecto
vasoconstrictor.

7.2.Toxicidad aguda en grillos

El ensayo de toxicidad aguda en grillos se utilizd6 para determinar la DLso del
extracto acuoso de hojas de I. murucoides. En la Fig. 6 se muestra una curva de
letalidad, donde el porcentaje de mortalidad a las 48 horas se incrementd
progresivamente conforme aumentd la dosis logaritmica del extracto. A bajas
concentraciones no se observaron muertes, mientras que en el rango de las
concentraciones mas altas la mortalidad llegd al 100%, indicando que el extracto

posee actividad toxica dependiente de la dosis.
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Fig. 6. Evaluacién de la letalidad en grillos a las 48 horas después de administrar el
extracto acuoso de las hojas de |. murucoides (EAIM). Se empleé como referencia
el extracto acuoso del coral cerebro Pseudodiploria strigosa (EAPS).

Mediante el ajuste no lineal de las curvas semilogaritmicas se determind que el
extracto acuoso de las hojas de |. murucoides present6 una DLso de 2,108 ug/g, con
un intervalo de confianza al 95% entre 1407 y 3159 ug/g, mientras que el extracto

acuoso de P. strigosa, empleado como referencia, presenté una DLsg de 21.02 (IC
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de 14.17 a 31.19). Es decir, el extracto de I. murucoides es 100 veces menos potente
gue el extracto de P. strigosa. Estos valores cuantitativos proporcionan un paradmetro
util para comparar la potencia toxica del extracto con otros compuestos de origen
natural, ademas de fungir como una base fundamental para la seleccién de dosis
seguras en la extrapolacion de resultados hacia modelos animales de mayor
complejidad.

7.3.Ensayo de hemdlisis

El extracto de |. murucoides generd porcentajes de hemodlisis bajos al ser
evaluado en eritrocitos de rata, manteniéndose cercanos a 0% de hemdlisis hasta la
concentracion de 100 pg/ml. EI comportamiento de la curva de la Fig. 7 sugiere que
el extracto presenta una accion hemolitica dependiente de la concentracion, pero
gue requiere concentraciones criticamente elevadas para producir un efecto notable
sobre la membrana eritrocitaria. Mediante el ajuste no lineal de la curva
semilogaritmica se estimo que el extracto acuoso de |. murucoides presentd una
unidad hemolitica media (UHso) de 634.7 (IC 95% = 232.1 — 1,736) pg/ml, con un
efecto maximo de 42.07 + 4.42 % de hemoalisis.

Esta respuesta bioldgica contrasta drasticamente con el perfil exhibido por el
extracto acuoso de P. strigosa, que presentd una UHso de (UHso) de 0.042 (IC 95%
= 0.024 — 0.073) pug/ml, alcanzando un efecto maximo de 101 * 3.9 % de hemdlisis
a bajas concentraciones. En conjunto, la notable diferencia en la UHso entre ambos
tratamientos evidencia que la citotoxicidad de |. murucoides es limitada en

comparacion con un extracto acuoso que contiene citolisinas.
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Fig. 7. Evaluacion de la actividad hemolitica del extracto acuoso de las hojas de I.
murucoides (EAIm) en eritrocitos de rata. Se emple6 como referencia el extracto
acuoso del coral cerebro Pseudodiploria strigosa (EAPS).

7.4.Ensayo de toxicidad oral aguda en ratas

Se evalud la toxicidad aguda del extracto mediante la administracion oral de tres
dosis (5, 500 y 5,000 mg/kg) en ratas, empleando agua destilada como control
negativo. Los animales fueron observados de manera continua durante la primera
hora posterior a la administracion y posteriormente a intervalos de 24 horas durante
un periodo de 14 dias. Durante el periodo de evaluacion, no se registr6 mortalidad
en ninguno de los grupos experimentales. Asimismo, no se observaron signos de
toxicidad aparente, tales como alteraciones en la locomocion, cambios en su
comportamiento, agresividad, posturas anormales o estados de inmovilidad. De igual
forma, se evaluaron parametros de la escala de Grimace para ratas, la cual evalla
las expresiones del animal, la posicion de sus orejas, nivel de apertura de sus 0jos
para la expresion de dolor y molestia. Empleando la escala no se observd ningun
grado de dolor ni molestia en los animales de experimentacion.

En contraste, se observé un ligero incremento en el consumo de alimento y agua
en los grupos tratados con las dosis intermedia y alta; sin embargo, no represento
alguna diferencia con los demas grupos. Este efecto fue consistente a lo largo del

periodo experimental y no se asocié con signos adversos aparentes, lo que sugiere
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gue no representa una respuesta toxica aguda, sino posiblemente un efecto

fisiolégico o metabdlico inducido por el extracto.
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Fig. 8. Cambio en el peso corporal de ratas Wistar macho durante 14 dias tras la
administracion oral de diferentes dosis del extracto acuoso de las hojas de I.
murucoides (5, 500 y 5,000 mg/kg). El grupo control recibié agua destilada. Los
valores representan el peso corporal (g) medido en los dias 1, 7 y 14.

En la Fig. 8 se puede observar que, durante el periodo de observacion de 14 dias,
todos los grupos experimentales mostraron un incremento progresivo en el peso
corporal. Sin embargo, ninguno de los grupos tratados con el extracto acuoso
presentd una diferencia en la ganancia ponderal en comparacién con el grupo
control. Aunado a esto, no se observaron signos de pérdida de peso ni inhibicion del
crecimiento en ninguno de los grupos tratados. En conjunto, estos resultados
sugieren que el extracto acuoso de las hojas de |I. murucoides no induce efectos
adversos sobre el crecimiento corporal, evidenciando una adecuada tolerancia

incluso a dosis elevadas.

7.5.Estudios histopatoldgicos

El analisis histopatolégico de los 6rganos evaluados no evidencié alteraciones
estructurales atribuibles a la administracién del extracto acuoso de las hojas de |I.
murucoides. En la Fig. 9 se puede observar que la arquitectura tisular general se
mantuvo conservada, sin observarse lesiones caracteristicas de dafio toxico, tales

como necrosis, degeneracion celular o infiltrado inflamatorio.
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Fig. 9. Cortes histoldgicos representativos de higado, rifién, pulmoén e intestino
delgado en ratas del grupo control y tratadas con el extracto acuoso de las hojas de
|. murucoides. (a-d) Grupo control: (a) higado, (b) rifién, (c) pulmén y (d) intestino.
(e-h) Grupo tratado (5,000 mg/kg): (e) higado, (f) rifidn, (g) pulmén y (h) intestino.

Las alteraciones descritas durante la evaluacion microscopica fueron
consideradas de caracter externo, asociadas principalmente al método de eutanasia
y al procedimiento de obtencién y procesamiento de las muestras. Este tipo de
cambios, frecuentemente reportados en estudios histol6gicos, incluyen
modificaciones inespecificas como congestion vascular, hemélisis o alteraciones
derivadas de hipoxia terminal, las cuales no siguen un patrén consistente ni
presentan relacion dosis-dependiente. Los nucleos de los hepatocitos conservan una
morfologia esferoidal definida. No se identificaron figuras mitoticas atipicas ni
cambios nucleares degenerativos como picnosis, cariolisis o0 cariorrexis que
sugirieran la induccion de procesos apoptoticos o de necrosis coagulativa aguda en
el parénquima. En los vértices del lobulillo, los espacios porta se aprecian delimitados
por la placa limitante de hepatocitos intacta, albergando una triada portal normal
conformada por ramas de la vena porta, la arteria hepatica y conductillos biliares
revestidos por un epitelio cubico simple, sin presencia de hiperplasia ductal,
colestasis intrahepatica ni fibrosis portal. Asimismo, la poblacion de células de
Kupffer intraluminales se mantuvo normal, sin hiperplasia ni vacuolizacion fagocitica.

A nivel del sistema tubular cortical, los tubulos contorneados proximales y distales
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revelan células epiteliales cubicas con nucleos basales homogéneos de cromatina
fina. El citoplasma celular se muestra libre de vacuolas hidropicas, tumefaccion turbia
o0 cambios degenerativos graves que sugieran nefrotoxicidad tubular.

La evaluacion del parénquima pulmonar revelé6 que los espacios aéreos
alveolares se encuentran predominantemente bien expandidos, permeables y
delimitados por tabiques interalveolares delgados y bien definidos, sin evidencias de
dafo alveolar difuso, atelectasia obstructiva ni engrosamiento fibroso de los septos.
No se registraron infiltrados inflamatorios significativos de tipo linfoide o neutrofilico
intraalveolar, ni se detectd hiperplasia de los neumocitos o acumulacion de
macrofagos alveolares, descartando un cuadro de toxicosis pulmonar o heumonitis
de contacto originada por el extracto.

No obstante, el tejido pulmonar de todos los especimenes, pertenecientes tanto
al grupo control como al tratado con la dosis evidencio de forma consistente un
cuadro circulatorio caracterizado por una marcada congestion de los vasos
sanguineos de gran calibre y de los capilares septales, focos de hemorragia
intraalveolar con extravasacion de eritrocitos hacia los espacios alveolares y un leve
edema perivascular e intersticial localizado. Este conjunto de alteraciones
hemodinamicas agudas representa un hallazgo coman y ampliamente documentado
en roedores sacrificados mediante inhalacion de altas concentraciones de didxido de
carbono, constituyendo un artefacto derivado del procedimiento de eutanasia y no
una lesion anatomopatologica inducida por el extracto. No se registraron evidencias
de descamacion epitelial, denudacion de la vellosidad, erosién, ulceracion ni
hemorragia mucosal, lo que descarta cualquier efecto irritativo o enterotéxico directo
por contacto del extracto.

En este contexto, la ausencia de lesiones histopatoldgicas reproducibles y
atribuibles al tratamiento sugiere que la administracién oral del extracto no induce

dafo estructural en los tejidos evaluados.

7.6.Pruebas bioquimicas

El analisis de los parametros bioquimicos séricos en ratas tratadas con el extracto

acuoso de hojas de |. murucoides no mostré diferencias estadisticamente
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significativas en comparacion con el grupo control (Cuadro 2). Es importante
mencionar que, las muestras presentaban hemolisis, esto explica la alta variabilidad
en la determinacion de las transaminasas AST y ALT, por lo que es recomendable

realizar estudios adicionales para descartar un posible dafio hepético.

Cuadro 2. Comparacion de parametros bioquimicos séricos en ratas tratadas con
diferentes dosis del extracto acuoso de |. murucoides.

Grupo Urea (mg/dL) AST/TGO (U/L) ALT/TGP (U/L)

Control 50.00 + 2.31 316.1 + 54.21 106.3 £ 10.20
5 mg/kg 47.00 + 1.53 120.9 + 8.74 68.40 + 3.97
500 mg/kg 48 £ 1.53 286.2 + 115.1 108.5 + 30.72
5,000 mg/kg 48 + 2.31 288.1+ 1171 96.53 £ 29.90

Valores expresados como la media + el error estdndar de la media. No se
presentaron diferencias significativas mediante un ANOVA de una via.

7.7.Ensayo colorimétrico para compuestos fenolicos

El ensayo de Folin-Ciocalteu evidencio la presencia de compuestos fendlicos en
el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides. En la Fig. 10a se puede observar
gue el extracto mostré6 una coloracién azul intensa, lo que sugiere un mayor
contenido de compuestos fendlicos totales. Este comportamiento indica que los
compuestos fendlicos presentes en la muestra son predominantemente de
naturaleza polar. Los controles positivos (acido galico y acido vainilico) confirmaron
la adecuada reactividad del método, observandose una mayor intensidad de color en

el &cido galico, consistente con su mayor capacidad reductora (Fig. 10b).
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Fig. 10. a) Evaluacién cualitativa de compuestos fendélicos mediante el ensayo de
Folin-Ciocalteu en extractos de |. murucoides. De izquierda a derecha: extracto
acuoso y extracto etanodlico de hojas; b) Controles positivos del ensayo de Folin-
Ciocalteu para la deteccion de compuestos fendlicos. De izquierda a derecha: acido
galico y acido vainilico.

7.8.Ensayo de la espuma para saponinas

El extracto acuoso de |. murucoides presentd una espuma persistente con una
altura de 11 mm tras 10 minutos de reposo, lo cual se considera indicativo de la
presencia de saponinas (Fig. 11). Este resultado se basa en el principio de que las
saponinas, debido a su naturaleza anfipatica, poseen la capacidad de reducir la
tension superficial y formar espuma estable en soluciones acuosas. De acuerdo con
los criterios cualitativos establecidos para esta prueba, la formacién de espuma con
una altura de 10-14 mm y su persistencia en el tiempo constituyen un resultado
positivo para saponinas. En este contexto, la altura de la espuma observada no solo
confirma su presencia, sino que sugiere una concentracion apreciable de estos

metabolitos secundarios.
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Fig. 11. Ensayo de espuma para la deteccion cualitativa de saponinas en el
extracto acuoso de hojas de |. murucoides. La formacién de una columna de
espuma estable superior a 5 mm tras una agitacion vigorosa indica una respuesta
positiva para la presencia de compuestos tensoactivos en la muestra.

7.9.Analisis quimico mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién

El analisis por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a detector de
arreglo de diodos (HPLC-DAD) permitié la identificacion del acido cafeico en el
extracto acuoso de las hojas de |. murucoides como componente mayoritario. Bajo
las condiciones cromatograficas establecidas, el estandar de acido cafeico presento
un tiempo de retencion de aproximadamente 17.4 minutos y un maximo de absorcion
de 323 nm, lo cual se utiliz6 como referencia para la identificacion del compuesto en

la muestra (Fig. 12).
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Fig. 12. Cromatograma del estdndar de &cido cafeico y su espectro UV-visible.

El cromatograma del extracto mostré un pico caracteristico coincidentes en
tiempo de retencidén y espectro UV-visible respecto al estandar, confirmando la
presencia de acido cafeico en la matriz analizada (Fig. 13). Asimismo, se observaron

sefales adicionales en el cromatograma, atribuibles a otros compuestos presentes
en el extracto vegetal.
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Fig. 13. Cromatograma del extracto acuoso de las hojas de |. murucoides y su
espectro UV-visible. Se muestra un pico mayoritario que coincide con el tiempo de
retencion del acido cafeico.

Para la cuantificacion del acido cafeico, se construy6 una curva de calibracion en
un rango de concentracion de 2.5 a 200 pg/mL. La relacion entre el area bajo la curva
y la concentracion mostr6 un comportamiento lineal con un coeficiente de
determinacién de 0.995. Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ)
determinados para el método fueron de 8.01 pg/mL y 14.59 ug/mL respectivamente,
lo que demuestra que la metodologia empleada posee una sensibilidad suficiente
para la deteccién y cuantificacién del analito en el extracto. La cuantificacion del acido
cafeico en el extracto acuoso se realizé a partir de la interpolacion de las areas

obtenidas en la curva de calibracion. Los resultados obtenidos para tres mediciones
independientes (M1, M2 Y M3) se presentan en el Cuadro 3.

38



Cuadro 3. Datos analiticos experimentales para la cuantificacion de acido cafeico en
el extracto acuoso de las hojas de |. murucoides, expresados en concentracion
relativa y rendimiento por masa de extracto seco (media + desviacion estandar).

" pug AC/mg
Extracto Area Peso (mg) Mg/mL Mg
de extracto
M1 8073461 3 36.656 109.9669 36.6556
M2 6699748 3 26.875 80.6251 26.8750
M3 9230631 3 37.762 113.2857 37.7619
Promedio 33.7642
Desviacién
5.9918
estandar

El valor promedio de la concentracion fue de 33.76 ug de acido cafeico por mg de
extracto, con una desviacion estandar de + 5.99. Los resultados obtenidos muestran
cierta variabilidad entre las réplicas analizadas, reflejada en la desviacion estandar
calculada. Esta variacion puede atribuirse a factores inherentes al proceso de
extraccion, a la heterogeneidad de la muestra vegetal 0 a pequefias fluctuaciones en
las condiciones analiticas. No obstante, los valores obtenidos se mantienen dentro

de un rango consistente, lo que respalda la reproducibilidad del método.

8. DISCUSION
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El efecto vasoconstrictor inducido por el extracto acuoso de las hojas de |.
murucoides representa una divergencia con respecto al paradigma predominante
sobre el efecto vasodilatador que se reporta en especies del género Ipomoea (Meira
et al., 2012). Este efecto farmacolégico coloca a la especie en un grupo selecto de
extractos vegetales, como Berberis congestiflora (Michay), que a pesar de poseer
perfiles fendlicos antioxidantes, ejercen un efecto contrapuesto sobre el tono
vascular basandose en la preexistencia de un estado ténico (Cifuentes et al., 2026).

La dependencia absoluta de calcio extracelular observada en los ensayos en
medio libre de este ion sugiere que el extracto acuoso de |. murucoides no opera
mediante mecanismos de liberacion de depadsitos intracelulares (como los mediados
por IP3), sino que ejerce una modulacion directa sobre la entrada idnica
transmembranal. Este comportamiento guarda una similitud mecanistica con lo
reportado para la timoquinona, cuya capacidad para inducir contracciones en vasos
precontracturados requiere una sefializacion sesgada de la guanilato ciclasa soluble
(sGC) (Detremmerie et al., 2016). En este modelo, el endotelio facilita la contraccion
al desviar la actividad enzimatica de la sGC desde la produccion de cGMP hacia la
sintesis de cIMP, un nucleotido ciclico que favorece la vasoconstriccion (Chen et al.,
2014). Si bien esta via fue descrita originalmente bajo condiciones de hipoxia, la
fitoquimica de I. murucoides sugiere que el extracto podria funcionar como un
modulador alostérico de este sistema, forzando un estado pro-contractil en el
musculo liso vascular independientemente de las concentraciones de Oxido nitrico
circulante (Detremmerie et al., 2016).

La contribucién de procesos dependientes e independientes de calcio para la
vasoconstriccion varia segun el tamafio del vaso sanguineo, el receptor
vasoconstrictor y la participacion de proteinas quinasas en la regulacion del manejo
de calcio en células del masculo liso vascular (Gutiérrez et al., 2023).

La identificacion de &cido caféico como componente mayoritario del extracto
refuerza la plausibilidad de que los polifenoles actien en sinergia con otros
metabolitos secundarios. Recientemente, se ha postulado que los &cidos
hidroxicinamicos pueden modular la permeabilidad de la bicapa lipidica, alterando la

configuracion espacial de los canales iénicos de calcio tipo L y T (Cifuentes et al.,
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2026). Ademas, la participacion endotelial podria estar vinculada a la movilizacion de
calcio mediada por factores endoteliales (como la endotelina-1) liberados por las
células endoteliales, que desencadena una vasoconstriccibn aguda mediada por la
entrada de calcio en la célula del masculo liso vascular mediante canales de calcio
voltaje dependientes tipo L (Gutiérrez et al., 2023).

Sin embargo, para elucidar completamente el mecanismo de accion se necesitan
de ensayos mas exhaustivos como lo es el uso de inhibidores de la eNOS como el
L-NAME, inhibidores de la PKG como lo es KT-5823, donadores exdgenos de oxido
nitrico como el DETA NONOato e inhibidores de la sGC como el ODQ.

Los resultados de la evaluacion de la toxicidad en grillos obtenidos en este
estudio, evidencian que el extracto acuoso de las hojas de I. murucoides presenta
un comportamiento dosis-dependiente en los grillos, ya que no se observaron efectos
toxicos aparentes a bajas concentraciones, mientras que a concentraciones
elevadas se registr6 mortalidad en el modelo animal. Este patron es consistente con
lo reportado en estudios recientes, donde se ha demostrado que la toxicidad de
extractos vegetales estad directamente relacionada con la concentracion y la
acumulacion de metabolitos bioactivos en el organismo (Abdullah et al., 2024; Baz
et al., 2022). La mortalidad observada a dosis altas indica que los compuestos
presentes en el extracto son capaces de comprometer funciones fisiologicas
esenciales. Este comportamiento ha sido ampliamente documentado en extractos
vegetales, donde metabolitos secundarios como terpenoides, alcaloides y saponinas
pueden ejercer efectos toxicos progresivos en funcién de la dosis (Mufioz-Nufiez et
al., 2024).

En este contexto, estudios recientes han demostrado que extractos organicos del
género Ipomoea presentan una marcada actividad insecticida dependiente de la
concentracion. Por ejemplo, extractos de Ipomoea cairica han mostrado incrementos
significativos en mortalidad larval conforme aumenta la dosis (Alvarez-Valverde et
al., 2023). De manera similar, investigaciones en otras especies del género han
reportado que extractos con diferente polaridad pueden variar considerablemente en
su toxicidad, siendo los extractos menos polares los que tienden a concentrar
compuestos con mayor actividad biologica (Ocampo-Antonio et al., 2022).

Adicionalmente, estudios recientes han sefialado que los mecanismos de accién
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de los extractos vegetales incluyen la inhibicion de enzimas clave del sistema
nervioso, como la acetilcolinesterasa, asi como la alteracibn de procesos
metabodlicos esenciales, o que puede derivar en la muerte del insecto a
concentraciones elevadas (Mufioz-Nufiez et al., 2024; Baz et al., 2024). Estos
mecanismos podrian explicar la mortalidad observada en el presente estudio, ain en
ausencia de signos conductuales evidentes previos.

Asimismo, es importante considerar que la susceptibilidad a extractos vegetales
varia entre especies de insectos. Estudios recientes han demostrado que factores
como la actividad de enzimas detoxificadoras (como citocromos Paso, glutation-S-
transferasas y esterasas), la permeabilidad cuticular y la eficiencia metabdlica
influyen significativamente en la respuesta a compuestos toxicos (Pavela & Benelli.,
2016). Estas variaciones fisiologicas determinan la capacidad de los insectos para
tolerar o metabolizar compuestos bioactivos presentes en extractos vegetales. En
este sentido, A. domesticus podria presentar una menor sensibilidad a
concentraciones bajas del extracto, pero llegando a morir cuando la carga de
compuestos bioactivos supera su capacidad de detoxificacion, lo cual ha sido
documentado como un mecanismo comun en estudios de toxicidad entomologica
(Xiao et al., 2023).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el extracto vegetal evaluado no
es completamente inocuo, sino que presenta toxicidad a altas concentraciones. Sin
embargo, las dosis a las que se observo la toxicidad en los grillos son relativamente
altas, indicando una baja toxicidad del extracto acuoso de I. murucoides. Este
comportamiento coincide con la literatura, donde se establece que la toxicidad de
extractos vegetales depende de factores como la concentracion, la composicion
guimica y la polaridad del extracto, los cuales determinan la biodisponibilidad y el
mecanismo de accion de los metabolitos secundarios (Ferraz et al., 2022).

Adicionalmente, el uso de modelos alternativos como A. domesticus en ensayos
toxicoldgicos preliminares representa una estrategia ampliamente aceptada debido
a sus ventajas experimentales, entre las que destacan su bajo costo, facilidad de
mantenimiento, ciclos de vida cortos y la posibilidad de evaluar rapidamente efectos
letales y subletales (OECD, 2023). Asimismo, los insectos comparten rutas

metabdlicas conservadas con otros organismos, incluyendo sistemas de
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detoxificacion enzimatica, lo que los convierte en modelos Utiles para estudios
iniciales de toxicidad y cribado de compuestos bioactivos (He et al., 2023). En este
contexto, los ensayos en insectos permiten obtener informacion relevante sobre la
bioactividad de extractos vegetales que pueden mejorar el disefio experimental antes
de avanzar hacia modelos mas complejos, reduciendo costos y consideraciones
éticas asociadas al uso de vertebrados (Huang & Lee, 2023).

La evaluacion de la actividad citolitica in vitro mediante el ensayo de hemdlisis
constituye una herramienta metodoldgica indispensable y un criterio estandar en las
etapas preliminares de los ensayos farmacoldgicos y toxicolégicos de extractos
vegetales con potenciales usos para el ser humano. Los resultados del ensayo de
hemodlisis revelaron que el extracto acuoso de I. murucoides presenta un perfil de
toxicidad marcadamente atenuado y dependiente de la concentracion. A bajas
concentraciones, el porcentaje de lisis celular permanecié cercano al 0%. Este
comportamiento inicial sugiere marcadamente que las concentraciones moderadas
del extracto acuoso de las hojas de |. murucoides carecen de capacidad quimica
para desestabilizar la arquitectura lipidica de los eritrocitos. No obstante, a
concentraciones altas, se observd un incremento gradual en la tasa de hemdlisis,
alcanzando niveles maximos de entre el 35% y el 40% en la concentracion mas alta
(10,000 pg/mL). Si bien este incremento denota la existencia de componente
citoliticos intrinsecos en la planta, el hecho de que no se haya alcanzado una lisis
total incluso a una concentracion tan alta clasifica al extracto de |. murucoides como
un agente con una toxicidad citolitica aguda notablemente baja.

El tamizaje preliminar de las hojas de |. murucoides confirma una presencia
abundante de compuestos fendlicos, taninos y saponinas en el extracto acuoso (Mila-
Arango & Ramirez-Bribiesca., 2014). Desde una perspectiva bioquimica, el
mecanismo subyacente de la hemdlisis inducida por plantas se atribuye
principalmente a las saponinas debido a sus propiedades anfipaticas intrinsecas,
constituidas por un nucleo aglicona lipofilico y cadenas de carbohidratos hidrofilicos
(Rai et al., 2021). Al interactuar con la membrana eritrocitaria, las saponinas se
insertan en la bicapa y forman complejos especificos e insolubles con el colesterol
de membrana, induciendo perturbaciones en el empaguetamiento de los lipidos,

alterando la curvatura celular y provocando la posterior formacion de poros liticos o
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la disrupcion total de la célula por un efecto detergente (Paarvanova et al., 2023).

A pesar de que la literatura clésica suele asociar de manera lineal la presencia de
saponinas con una potente actividad hemolitica, el comportamiento moderado del
extracto acuoso de |. murucoides puede fundamentarse en dos razones fitoquimicas
principales. En primer lugar, la relacion estructura-actividad de estos compuestos
desempefia un papel determinante; las saponinas bidesmosidas (aquellas que
poseen dos cadenas de glicésidos) presentan una afinidad de inserciéon y una
capacidad de disrupcién de membrana significativamente menor en comparacion con
las monodesmdsidas (Sobolewska et al., 2020). Esto ocurre debido a un
impedimento estérico que restringe su interaccion directa con el colesterol libre de la
membrana plasmatica. Asimismo, en las especies del género Ipomoea se ha
exhibido la presencia de glicésidos de resina o glicolipidos macrociclicos (como las
murucoidinas), cuya estructura anfipatica pudiera poseer dinamicas de interaccion
de membrana marcadamente diferentes a las saponinas convencionales de accion
puramente detergente (Maharani et al., 2022).

En segundo lugar, se debe considerar el papel modulador de otros metabolitos
secundarios coexistentes en el extracto acuoso, particularmente los compuestos
fendlicos. Mediante el analisis cromatografico por HPLC-DAD, se identificd la
presencia de acido cafeico en una proporcion de 33.76 pg/mg de extracto seco. Se
ha documentado que los acidos hidroxicinamicos, como el acido cafeico, poseen
propiedades antioxidantes y pueden interactuar con membranas bioldgicas,
particularmente en la regidn polar de la bicapa lipidica, contribuyendo a la
estabilizacion estructural frente a agentes externos (Colina et al., 2019). En este
contexto, la presencia de compuestos fendlicos podria contribuir a modular los
efectos de otros metabolitos del extracto, como las saponinas, generando un posible
efecto protector sobre la integridad de la membrana celular.

La caracterizacion toxicolOgica sistematica de especies vegetales utilizadas en la
medicina tradicional es un requisito indispensable para validar su seguridad,
superando la premisa empirica de que el origen natural equivalente a la inocuidad.
En este contexto, la evaluacidn del extracto acuoso de las hojas de |. murucoides
revela un perfil de seguridad sistémica aguda sumamente favorable en el modelo de

vertebrados, caracterizado por la ausencia absoluta de letalidad y de signos clinicos
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de toxicidad sistémica. De acuerdo con las pautas internacionales para la
clasificacion de sustancias quimicas, especificamente el método de la clase toxica
aguda detallado por la OECD en su directriz 423 (OECD, 2002), el hecho de de que
la DLso estimada sea superior 5,000 mg/kg sitla a este extracto vegetal en la
categoria 5 del Sistema Globalmente Armonizado (SGA) o como una sustancia no
clasificada debido a su baja toxicidad aguda por via oral.

Esta elevada tolerancia sistémica en ratas macho Wistar coincide con lo reportado
para otras especies del género Ipomoea, confirmando una tendencia hacia la
inocuidad aguda de los extractos acuosos de las hojas. Investigaciones realizadas
sobre el macerado de las hojas de I. batatas (Ano et al., 2024) demostraron una nula
induccion de mortalidad o de signos autondmicos alterados a dosis de 5,000 mg/kg.
Asimismo, evaluaciones de la toxicidad aguda y subaguda de infusiones de |.
purpurea e . wightii confirman que las hojas de estas plantas no inducen efectos
toxicoldgicos ni variaciones en la ganancia de peso corporal en roedores bajo dosis
superiores a los 2,000 mg/kg (Sathyanarayanan et al., 2022). La nula diferencia en
la ganancia ponderal observada en los animales a lo largo de los 14 dias de
monitoreo constituye un indicador fisiolégico primario de que el extracto de I.
murucoides no interfiere negativamente con los procesos metabodlicos basales ni
ejerce una accion anoréxica sistémica, manteniéndose la homeostasis energética del
organismo (Cimanga et al., 2022). De igual forma, se destaca la ausencia de algun
grado de dolor y molestia en los animales de experimentacion a través de la
evaluacion de la escala de Grimace (Arnold et al., 2023), ya que actualmente se
emplean escalas o parametros novedosos para evaluar la calidad de vida de los
animales de experimentacion, esto con el fin de garantizar el empleo de codigos de
bioética, asi como asegurar su manejo y cuidado antes, durante y después del
periodo de experimentacion.

La ausencia de toxicidad queda plenamente corroborada al correlacionar el
analisis histopatolégico de los 6rganos analizados junto con la determinacion de los
parametros bioquimicos para funcion renal y hepatica. Bajo las condiciones de este
estudio, la administraciéon del extracto no indujo elevaciones estadisticamente
significativas en los niveles séricos de urea, AST ni de ALT. Sin embargo, es

importante establecer que los datos sobre los niveles de ALT y AST no son
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concluyentes, ya que se presentd una alta variabilidad debido a que las muestras
estaban hemolizadas, lo que causo interferencia con estas pruebas. En un estudio
sobre un extracto organico de I. carnea (o su subespecie fistulosa) se ha encontrado
la presencia de swansonina y calisteginas B1, B2, Bz y C1, los cuales actian como
potentes inhibidores de las glicosidasas celulares (Haraguchi et al., 2003).
Histolégicamente, esta toxicosis se caracteriza por una severa degeneracion
vacuolar citoplasmatica difusa en hepatocitos, células epiteliales de los tubulos
proximales del rifidn y neuronas del sistema nervioso central, acompafiada de una
elevacion severa en las enzimas séricas AST y ALT debido a la lisis de las
membranas parenquimatosas (Rios et al., 2012).

Adicionalmente, en este estudio se cuantificd la presencia de acido cafeico en el
extracto acuoso de I. murucoides mediante el andlisis cromatografico por HPLC-
DAD. El acido cafeico es un acido hidroxicinamico reconocido por sus extraordinarias
propiedades hepatoprotectoras y antioxidante (Muheyuddeen et al., 2026). Este
compuesto interactta con los radicales libres, previniendo la peroxidacion lipidica de
las membranas mitocondriales y de los organulos de los hepatocitos y nefronas,
estabilizando ademas el potencial transmembranal de las células frente al estrés
metabdlico (Behra et al., 2025). La presencia intrinseca de este compuesto fendlico
no solo previene dafios agudos sobre las estructuras renales y hepéaticas, sino que
apoya activamente la preservacion de los niveles estables de AST y ALT observados
en este estudio.

La presencia y abundancia de compuestos fendlicos en el género Ipomoea
representa una respuesta evolutiva y defensiva crucial frente a estresores bioticos y
abioticos. Esta acumulacion fitoquimica foliar ha sido documentada previamente
(Ocampo-Antonio et al., 2022), donde los ataques de herbivoros inducen cambios
metabdlicos rapidos que incrementan de manera constitutiva la biosintesis de
compuestos fendlicos para disuadir la alimentacion de insectos mediante la inhibicion
de sus enzimas digestivas y la alteracibn de su balance oxidativo intestinal.
Asimismo, en el marco de la medicina tradicional mexicana, las hojas y flores de |I.
murucoides se preparan en forma de infusidon para contrarrestar picaduras de

alacran, propiedades terapéuticas (Mila-Arango et al.,, 2014) que se asocian
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directamente con la abundancia de polifenoles, flavonoides y taninos condensados
capaces de inhibir hialuronidasas y neutralizar enzimas proinflamatorias del veneno.

La cuantificaciéon de acido cafeico arrojé un elevado rendimiento, lo cual supera
los valores promedio reportados para otras especies alimenticias estrechamente
emparentadas, como en las hojas de |. batatas (Islam et al.,, 2002), donde los
derivados de &cido dicafeoilquinico y &cido cafeico actian como los antioxidantes
mayoritarios que resguardan la integridad celular frente al dafio por peroxidaciéon
lipidica. El &cido cafeico es fundamental en la ruta del 4cido shikimico, cuya sintesis
esta genéticamente conservada en el género Ipomoea, sirviendo como precursor
biolégico inmediato para la esterificacion de compuestos de mayor peso molecular,
tales como los acidos clorogénicos y dicafeoilquinicos, que modulan de manera
alostérica diversas cascadas enzimaticas en mamiferos (Meira et al., 2012).

A nivel de bioactividad molecular, el acido cafeico ejerce una amplia gama de
funciones hepatoprotectoras, antiinflamatorias y antioxidantes in vivo. Estudios
recientes refieren que el acido cafeico y sus derivados reducen de manera sostenida
(hasta en un 50-70%) la acumulacion intracelular de especies reactivas de oxigeno
mediante la regulacion positiva del factor de transcripcion Nrf2 y la consecuente
expresion de enzimas antioxidantes endogenas como la superéxido dismutasa y la
glutation peroxidasa. Este perfil hepatoprotector mitiga el estrés celular inducido por
xenobidticos, previniendo la necrosis de los hepatocitos y nefronas (Muheyuddeen
et al., 2026).

De manera paralela al analisis de fenoles, el ensayo de la espuma mostré un
resultado positivo para saponinas en el extracto, registrando una columna de espuma
persistente con una altura de 11 mm. Fisicamente, esta propiedad se rige por las
interacciones hidrodinamicas de los biosurfactantes. Las saponinas son glicésidos
constituidos por una porcion hidrofébica (sapogenina triterpénica o esteroidal) y
cadenas hidrofilicas de carbohidratos (glicona). En soluciones acuosas sometidas a
agitacion mecanica, estas moléculas forman espontdneamente una interfaz aire-
agua, disminuyendo la tension superficial de la fase liquida y crean una pelicula
viscoelastica altamente estable que envuelve las microburbujas de aire, impidiendo
su coalescencia (Rai et al., 2021). La coexistencia de saponinas con una alta

concentracion de acido cafeico determina el particular comportamiento citotéxico in
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vitro del extracto. Generalmente, las saponinas son consideradas agentes liticos
potentes debido a su afinidad de union al colesterol libre presente en la membrana
plasmatica (Paarvanova et al., 2023).

A pesar de su contenido de compuestos espumantes y tensoactivos, el extracto
exhibié una citotoxicidad relativamente baja, manteniendo un porcentaje de hemdlisis
cercano al 0% a dosis bajas. Esta notable estabilidad de la membrana se puede
explicar por el efecto protector de la matriz de polifenoles de la planta,
particularmente por la presencia de acido cafeico (Colina et al., 2019). Utilizando
difraccion de rayos X y calorimetria diferencial de barrido, demostraron que las
moléculas de &cido cafeico se insertan y localizan de forma selectiva en la regién
hidrofilica de los fosfolipidos de fosfatidilcolina situados en la monocapa externa de
la membrana plasmatica al anclarse en la regién de las cabezas polares, el acido
cafeico incrementa de manera controlada el empaquetamiento molecular y la fluidez
local, sin alterar la integridad hidrofobica de la bicapa. Este ordenamiento molecular
genera un fuerte impedimento estérico en el exterior de la célula, bloqueando
fisicamente el acceso e insercion de agentes oxidantes y de las porciones lipofilicas
de las saponinas exdgenas, inhibiendo su capacidad para secuestrar colesterol y
formar poros liticos. Este comportamiento también ha sido reportado en polifenoles
estructuralmente analogos como el galato de epigalocatequina, cuyas interacciones
protectoras de membrana confirman que los polifenoles de las plantas actian como
un escudo fisico que estabiliza las bicapas lipidicas (Colina et al., 2019). Por lo tanto,
el abundante contenido de acido cafeico en |. murucoides actia como modulador

protector in vitro que neutraliza la potencial citotoxicidad de sus propios surfractantes.

9. CONCLUSIONES
En este estudio se determind que el extracto acuoso de las hojas de I. murucoides
induce un efecto vasoconstrictor en segmentos de aorta aislada de rata, cuyo
mecanismo de accion involucra la regulacion mediada por el endotelio vascular y
presenta una dependencia del ingreso de calcio extracelular. Asimismo, al evaluar el

extracto en un modelo alternativo de toxicidad aguda empleando A. domesticus, se
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observé que el extracto presenté baja toxicidad. La administracion por via oral en
ratas Wistar confirmd un perfil de seguridad sistémica aguda altamente favorable,
dado que no provocé mortalidad ni signos de toxicidad en ninguna de las dosis
evaluadas. Asimismo, a través de las pruebas bioquimicas y de los estudios
histopatolégicos se corrobord que el extracto no generd dafio en los érganos
analizados. Desde la perspectiva analitica, el analisis fitoquimico cualitativo del
extracto indico que el extracto posee una concentracion apreciable de compuestos
fendlicos, siendo el acido cafeico el compuesto fendlico mayoritario, ademas de la
presencia de compuestos que pudieran ser saponinas a las cuales se les pueden

vincular con la induccién de la actividad hemolitica.
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