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RESUMEN

El género Ipomoea (Familia Convolvulaceae) cuenta con alrededor de 500 a 700
especies, ubicandolo como el género mas grande de esta familia. Las especies de
este género se encuentran ampliamente distribuidas en el continente americano,
principalmente en paises de Centroamérica y América del sur. Estas especies se
utilizan con fines ornamentales debido a sus flores de colores brillantes con forma
caracteristica de campana. Sin embargo, en la medicina tradicional estas plantas se
emplean para tratar padecimientos como la artritis, meningitis, hipertension,
diabetes, estrefiimiento y reumatismo. Ademas, algunas de estas especies también
han mostrado actividad analgésica, espasmolitica y antiinflamatoria, lo que podria
sustentar que sean utilizadas para tratar sintomas de intoxicacion generados por el
veneno de algunos animales. Considerando el uso potencial de estas especies para
tratar el envenenamiento causado por algunas especies venenosas, el objetivo de
este trabajo fue determinar la capacidad que tienen los extractos de diferentes
polaridades de las hojas de Ipomoea murucoides Roem. & Schult., especie
endémica de México, para inhibir algunos de los efectos téxicos inducidos por el
veneno de la tarantula Poecilotheria regalis Pocock, 1899. Esta tarantula se
caracteriza por generar sintomas de intoxicacion neurotoxica y dolor intenso tras la
mordedura. Actualmente, no existe un tratamiento para estos sintomas. En este
estudio se evalu¢ el efecto inflamatorio del veneno mediante el ensayo de edema
plantar, la actividad de hialuronidasa mediante un método turbidimétrico y la
actividad neurotoxica mediante el ensayo de ileon aislado de rata. Dichos efectos
se evaluaron en ausencia y en presencia de los extractos de |. murucoides, los
cuales fueron obtenidos por maceraciones consecutivas con diclorometano, etanol
y agua. Debido a dificultades en la solubilidad del extracto con diclorometano, no
fue posible realizar sus evaluaciones bioldgicas. El extracto acuoso de las hojas de
I. murucoides presentd la capacidad de inhibir la actividad de hialuronidasa del
veneno, mientras que el extracto etandlico no presento este tipo de actividad. Por
otro lado, ni el extracto etandlico, ni el extracto acuoso, presentaron la capacidad de
inhibir el efecto inflamatorio originado por el veneno. Las evaluaciones sobre la
contractilidad del musculo liso intestinal indicaron que el veneno de P. regalis
produce disminucion de las contracciones espontaneas de los segmentos de ileon
aislados de rata; dicho efecto no se modifico en presencia de los extractos de I.
murucoides. En conclusion, los resultados de este estudio muestran que el extracto
acuoso de las hojas de I. murucoides contiene compuestos capaces de inhibir a las
hialuronidasas presentes en el veneno de P. regalis, pero no tiene la capacidad para
inhibir el efecto inflamatorio ni el efecto neurotoxico de este veneno.

Palabras clave: Ipomoea murucoides, Poecilotheria regalis, inflamacion,
hialuronidasa, ileon.



ABSTRACT

The genus Ipomoea (family Convolvulaceae) comprises aproximately 500 to 700
species, making it the largest genus of this family. The species of this genus are
widely distributed in the Americas, mainly in Central and South America. These
species are used for ornamental purposes due to their brightly colored flowers with
a characteristic bell shape. However, in traditional medicine, these plants are used
to treat ailments such as arthritis, meningitis, hypertension, diabetes, constipation,
and rheumatism. In addition, some of these species have also shown analgesic,
spasmolytic, and anti-inflammatory activity, which could support their use to treat
symptoms of poisoning generated by the venom of some animals. Considering the
potential use of these species to treat poisoning caused by some venomous species,
the objective of this research is to determine the capacity of extracts of different
polarities of the leaves of Ipomoea murucoides Roem. & Schult., a species endemic
to Mexico, to inhibit some of the toxic effects induced by the venom of the tarantula
Poecilotheria regalis Pocock, 1899. This tarantula is characterized by generating
symptoms of neurotoxic intoxication and intense pain after the bite, which have
currently no treatment. In this study, the inflammatory effect of the venom was
evaluated by plantar edema assay, hyaluronidase activity by a turbidimetric method,
and neurotoxic activity by isolated rat ileum assay. These effects were evaluated in
the absence and presence of I. murucoides extracts, which were obtained by
consecutive macerations with dichloromethane, ethanol and water. Due to difficulties
in the solubility of the extract with dichloromethane, it was not possible to carry out
its biological evaluations. The aqueous extract of the leaves of I. murucoides showed
the ability to inhibit the hyaluronidase activity of the venom, whereas the ethanolic
extract did not induce this type of activity. On the other hand, neither the ethanolic
extract nor the aqueous extract had the capacity to inhibit the inflammatory effect
caused by the venom. Evaluations on the contractility of intestinal smooth muscle
indicated that P. regalis venom produced a decrease in spontaneous contractions of
isolated rat ileum segments; this effect was not modified in the presence of I.
murucoides extracts. In conclusion, the results of this study showed that the aqueous
extract of the leaves of I. murucoides contains compounds capable of inhibiting the
hyaluronidases of P. regalis venom but does not have the capacity to inhibit the
inflammatory effect nor the neurotoxic effect of this venom.

Keywords: Ipomoea murucoides, Poecilotheria regalis, inflammation,
hyaluronidase, ileum.
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1. INTRODUCCION

El género Ipomoea pertenece a la familia Convolvulaceae. De algunos
representantes de las convolvulaceas, se han aislado productos naturales con
propiedades bioldgicas como actividad citotoxica, antimicrobiana, antimetastasica,
antiproliferativa, neuroprotectora y anticonvulsiva; asi mismo, efectos sedantes,
antiinflamatorios y antibacterianos han sido evaluados en glicésidos de resinas
aislados de miembros de esta familia (Fernandez-Puga et al., 2019; Maharani et al.,
2022). Dentro de la medicina tradicional, se reportan en este género efectos
positivos contra afecciones como célicos, reumatismo y tratamiento de Ulceras
(Beheshti et al., 2021). Una especie reconocida por tratar dolencias cutaneas es
Ipomoea muricata (L.) Jacq., la cual ha sido empleada por pobladores filipinos para
tratar heridas gangrenosas, cortes en la piel y ampulas producidas por quemaduras
(Meira et al., 2012).

Las especies pertenecientes al género Ipomoea también son aprovechadas por la
propiedad de neutralizar sintomas generados por la actividad toxica de venenos de
algunos animales tales como escorpiones y medusas. Algunas especies que han
mostrado esta propiedad son Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., de la cual pescadores
tailandeses extraen el zumo de las hojas para tratar la dermatitis producida por la
picadura de medusas, ya que el extracto actla como agente antipruritogénico (Silva
et al., 2017). Ademas, la aplicacion de las hojas calientes sobre la piel ha mostrado
efecto en el alivio de infecciones en la piel, dolor y lesiones generadas por peces
venenosos, mantarrayas e insectos (Pereda-Miranda et al., 2005). Ipomoea
aquatica Forsk. ha sido utilizada contra veneno de escorpion (Uawonggul et al.,
2006). De Ipomoea campanulata L., se reporta el uso de sus semillas como antidoto
contra el veneno de serpiente (Singh et al., 2003). México cuenta con la presencia
de la especie Ipomoea murucoides Roem. & Schult., que es empleada para
contrarrestar el efecto de intoxicacion por picadura de alacran. A esta misma
especie, se le atribuyen propiedades contra inflamacién causada por golpes y sus
hojas son una fuente de compuestos con actividad insecticida (Valencia Diaz et al.,
2021).



Tomando en cuenta estas propiedades, en afios recientes, la busqueda de
compuestos en especies vegetales que ayuden a contrarrestar los efectos toxicos
de venenos de diversos animales ha cobrado relevancia. Esto se debe
principalmente a que la produccién de antisueros, también llamados antivenenos,
generalmente presenta altos costos (Camperi et al., 2020). Sumado a esto, la
aplicacion de antivenenos requiere personal médico capacitado. La gran mayoria
de esos sueros son producidos en equinos; implicando una naturaleza heteréloga
gue podria desencadenar reacciones adversas en el paciente receptor, incluso
cuando este ya ha mostrado efectividad en la neutralizacion de veneno de alacranes
y arafas (Laustsen et al., 2016).

Pocos estudios han sido realizados con la finalidad de comprobar la actividad de las
especies del género Ipomoea contra los efectos provocados por el envenenamiento.
Sin embargo, se destacan los resultados obtenidos de algunas especies como el
caso de |. pes-caprae, de la cual se ha evaluado el extracto preparado con éter de
petroleo a partir de las hojas para el andlisis de la neutralizacion de la actividad
hemolitica y proteolitica de distintos venenos de medusa (Pongprayoon et al., 1991).
Otro estudio evalué6 el extracto acuoso de las hojas de Ipomoea asarifolia (Desr.)
Roem. & Schult. contra el efecto inflamatorio de veneno de alacran; en este se
mostré que ocurria un efecto neutralizante y disminucion de la migracion de células
implicadas en la respuesta inmune (Lima et al., 2014). Por ultimo, un estudio
realizado con el extracto metanol-agua de hojas de Ipomoea imperati (Vahl) Griseb.
presenté actividad antinflamatoria y antiespasmaodica, e inhibicién de fosfolipasa A:
purificada del veneno de abeja en ensayos in vitro (Paula et al., 2003).
Adicionalmente, algunos otros estudios realizados en especies de este género se
han dedicado a evaluar el potencial que tienen para tratar padecimientos como la
fiebre y presencia de parasitos intestinales (Meira et al., 2012), cancer (Taylor et al.,
2017) y hemorragias (Valencia Diaz et al., 2021), esto debido a que se han
reportado efectos positivos en la evaluacién de su actividad antimicrobiana y
analgésica (Meira et al., 2012).

Dentro de los animales que cuentan con la capacidad de producir veneno, se

encuentran las tarantulas, que forman parte de la familia Theraphosidae y son
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facilmente identificadas por su gran tamafio (Garcia-Arredondo et al., 2015). El
género Poecilotheria destaca de esta familia debido a que su veneno es
considerado como de importancia clinica (Fuch et al., 2014). La composicion
mayoritaria del veneno de estas tarantulas esta formada por péptidos que afectan
principalmente canales i6nicos del sistema nervioso central o periférico; la aparicion
de calambres musculares tardios es una caracteristica muy particular de la
intoxicacion por mordedura de especies del género Poecilotheria (Fuch et al., 2014).
Considerando el potencial que tienen las especies del género Ipomoea para
contrarrestar los efectos toxicos de algunos venenos, en el presente estudio se
evaluo el efecto de los extractos de distintas polaridades de las hojas de Ipomoea
murucoides sobre la actividad enzimatica de hialuronidasa, asi como en los efectos
inflamatorio y neurotoxico inducidos por el veneno de la tarantula Poecilotheria

regalis Pocock, 1899.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Género Ipomoea

Se estima que la familia Convolvulaceae agrupa entre 1500 a 1650 especies, de las
cuales el género Ipomoea alberga entre 500 a 700 de estas, correspondiente al
42.4% aproximado, convirtiéndolo en el de mayor abundancia de la familia. En su
mayoria, las especies pertenecientes a este género son enredaderas herbaceas; en
menor medida, son lefiosas arbustivas y arborescentes. Algunas especies
presentan flores con corola campanulada, lo que les ha imputado nombres
coloquiales con los que se conocen entre la poblacion como campanillas,
campanitas, mantos, gloria de la mafiana y quiebra platos, y de ella se genera un
fruto en forma de capsula (Valencia Diaz et al., 2021).

Aunqgue algunas especies han sido estudiadas por sus interacciones con otros
organismos, también se encuentran aquellas que presentan utilidad para el ser
humano, ya sea como alimento como Ipomoea batatas (L.) Lam., que es
considerada una de las especies mas representativas por la produccion de
tubérculos comestibles; en la agricultura como Ipomoea murucoides que cuenta con
actividad insecticida contra el gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda J.
E. Smith) (Valencia Diaz et al., 2021); o para uso ornamental como Ipomoea
purpurea (L.) Roth. que presenta flores coloridas muy llamativas.

Uno de los puntos que adquieren relevancia, es aquel en el cual se destaca que
entre los usos tradicionales de especies de Ipomoea, se reporta el potencial que
presenta el género como fuente de agentes terapéuticos contra enfermedades
como diabetes, hipertension, constipacion, artritis, reumatismo e inflamacién
(Srivastava et al., 2020).

La actividad bioldgica que presenta este género ha sido estudiada desde los afios
cincuenta, mostrando que algunas especies brindan actividad analgésica,
espasmolitica, espasmogénica, antimicrobial, psicotomimética, hipotensora y
anticancerigena (Meira et al., 2012). Se especula que dichas actividades podrian
ser el resultado de la presencia de los compuestos activos producidos por estas
plantas, de entre los que destacan los alcaloides (ergolinicos, de indolizidina y

nortropano), compuestos fendlicos, cumarinas, diterpenos, norisoprenoides,
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flavonoides, lignanos, antociandcidos y benzenoides (Srivastava et al., 2020), por
mencionar solo algunos, ya que a esta lista se suma una gran variedad de

componentes con actividad potencial contra varios padecimientos.

Como punto importante de la relevancia de las especies de este género, es posible
mencionar algunos ejemplos. Como parte de ellos, se cuenta con estudios en los
gue extractos de la especie Ipomoea purpurea mostraron un efecto en el tratamiento
contra algunos tipos de cancer, exhibiendo variaciones en los niveles de actividad
en la ruta de apoptosis en lineas celulares de cancer de mama, pulmén e higado
(Beheshti et al., 2021).

Por otra parte, especies costeras como Ipomoea stolonifera (Cirillo) J.F. Gmel. e
Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., son representantes empleadas en la medicina
tradicional china tradicional por brindar efectos antiinflamatorios y, adicional a esto,
Ipomoea pes-caprae parece tener actividad antinociceptiva (alteracion en la
respuesta a estimulos generalmente dafinos) y ser empleada para tratar
reumatismo (Cai et al., 2014; Alvarez Barajas et al., 2023).

Segun S. Wasuwat (1970), hasta la fecha de la publicacion de su articulo “Extract
of [pomoea pes-caprae (Convolvulaceae) antagonistic to Histamine and Jelly-fish
Poison” no se encontraban reportes que indicaran efectos farmacologicos
provenientes de especies pertenecientes a esta familia. Sin embargo, al desarrollar
una investigacion del posible efecto antihistaminico y accion antagonica de
extractos de Ipomoea pes-caprae contra el veneno de medusa, se logré demostrar
gue efectivamente se presentaban dichos efectos, lo cual aporta informacion
relevante para el estudio posterior de otras especies pertenecientes a este género
gue podrian presentar aplicaciones en el area de la salud para el tratamiento de

sintomas de intoxicacién generados por la accién de veneno de otros animales.

Algunos ejemplos encontrados en medicina tradicional de especies del género
Ipomoea que han presentado actividad antiveneno son Ipomoea mauritiana Jacq.,

Ipomoea alba L., Ipomoea purpurea (L.) Roth., e Ipomoea setifera Poir., que han
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sido utilizadas para el tratamiento de la intoxicacién por la mordedura de serpiente
en regiones de Centroamérica (Giovannini et al., 2017). Ipomoea pes-caprae (L.) R.
Br. es otra de las especies que ha mostrado propiedades de disminucion en los
sintomas generados por el veneno de peces venenosos, mantarrayas, insectos y
medusas (D’Ambra et al., 2020; Xavier-Santos et al., 2022). Para Ipomoea aquatica
e Ipomoea murucoides, se han reportado efectos benéficos sobre la intoxicacién por

picadura de escorpiones (Uawonggul et al., 2006).

2.1.1 Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

Ipomoea murucoides Roem. & Schult. es una especie descrita en la taxonomia
como parte de la Clase Equisetopsida, Orden Solanales y Familia Convolvulaceae.
Cuenta con un area de extension delimitada desde el occidente y centro de México
hasta Guatemala, viéndose favorecido su crecimiento y desarrollo en ecosistemas

de tipo matorral subtropical (Carranza, 2007).

Conocida de manera coloquial con el nombre de cazahuate blanco o palo bobo,
Ipomoea murucoides pertenece a una pequefia fraccion del género de caracter
lefioso arbustivo y arborescente, ya que la mayoria de los ejemplares son
identificados como plantas trepadoras arbustivas. Su periodo de floracion se
extiende de octubre a enero, pero puede llegar hasta marzo y presenta flores
campanuladas de color blanco que generalmente son polinizadas por murciélagos
(Figura 1) (Valencia Diaz et al., 2021).
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Figura 1. Arbol de Ipomoea murucoides ubicado en la Facultad de Ingenieria,
Centro Universitario de la Universidad Auténoma de Querétaro. A) Arbol de I.
murucoides, B) Flor de |. murucoides.

Multiples compuestos producidos por esta planta han sido aprovechados por el ser
humano con diversos propdsitos, entre ellos destacan los compuestos quimicos
como el fitol y acido palmitico, que reprimen la germinacion de semillas de plantas
epifitas, asi como la presencia de actividad insecticida, posiblemente atribuida a
alcaloides pilorrizidinicos, compuestos cuya toxicidad ha sido evaluada, mostrando
resultados positivos tanto para insectos como mamiferos que han llegado a

consumir la planta (Moreira et al., 2018).

Es conocido que en la medicina tradicional suelen emplearse las hojas, flores y
partes de corteza del arbol para la preparaciéon de infusiones que combaten
sintomas de intoxicacion por picadura de animales como los alacranes, o para la
disminuciéon del efecto de inflamacion provocado por golpes. Adicionalmente, el
humo generado a partir de la combustion de sus hojas es utilizado como repelente

contra mosquitos (Valencia Diaz et al., 2021).

Sumado a los usos en la medicina tradicional que se le ha dado al cazahuate, entre

los principales estudios de laboratorio realizados en la especie se destaca que esta
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planta cuenta con la presencia de compuestos caracteristicos de tipo glicorresinas.
Estos han sido aislados de las raices y son denominados murucinas 1-5, las cuales
han mostrado actividad marginal contra células de carcinoma de ovario (OVCAR-5)
y, por otra parte, otros cinco tetrasacaridos lipofilicos (murucoidinas XlI-XVI) se han
aislado de sus flores y han sido puestos a prueba in vitro para observar su actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, resultando que, de entre estos, la
murucoidina XIV muestra actividad contra la cepa SA-1199B resistente a
norfloxacina (Meira et al., 2012).

Dentro de los estudios especificos realizados en I[pomoea murucoides, se encuentra
el trabajo de tesis “Analisis fitoquimico de Ipomoea murucoides” realizado en la
Universidad Nacional Autbnoma de México por Graciela Elizabeth Ramos Castro,
(2016), en el cual se plante6 que a mayor polaridad de los solventes, se obtenia un
mayor rendimiento de los extractos, esto debido a la naturaleza polar de la mayoria
de los metabolitos sintetizados por la planta. En adicidn a esto, realizé la evaluacion
de extractos de hexano, diclorometano, metanol y agua mediante la determinacion
del espectro de absorcion en la region UV de 200 a 400 nm; en esta prueba reporta
gue los picos de absorcion de los extractos se encuentran mayoritariamente en la
zona de 230 nm y reconoce que los compuestos que brindan bandas en dicha zona
se caracterizan como compuestos ciclicos con doble enlace y algunos acidos grasos

insaturados (Ramos-Castro, 2016).
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2.2 Panorama general de los incidentes con aracnidos

Para aracnidos de gran tamafio como las tarantulas, las capacidades de producir e
inocular veneno les proporcionan ventaja en su papel como depredadores, o bien,
a modo de defensa contra otros animales. Sin embargo, el encuentro de estos
animales con el ser humano es cada vez més frecuente a consecuencia del
crecimiento poblacional, donde las personas han comenzado a ocupar territorios
donde habitan estos organismos, o por la adquisicion de varias especies de manera
no controlada, generalmente especies ornamentales que se adquieren como
mascotas. Esto provoca un incremento en el encuentro accidental de la poblacién
con estos animales, representando peligro latente debido a que el veneno que
poseen algunas especies puede generar sintomas de intoxicacion que requieren de
atencion por parte de personal médico capacitado (Camperi et al., 2020). Por lo
anterior, las picaduras o mordeduras de aracnidos son consideradas como un
importante problema de salud publica, en especial para paises en vias de desarrollo;
siendo asi que la poblacion correspondiente a América, Australia y Africa presenta
una mayor incidencia relacionada con mordeduras de arafias en comparacion con
la poblacion europea (Laustsen et al., 2016).

Actualmente, la informacion acerca de mordedura de tarantulas es escasa, tanto
para la sintomatologia generada por su veneno, como para el nimero de incidentes
gue se reportan. Lo anterior se debe a que, para los aracnidos, se brinda una
importancia mayor a aquellos casos que involucran especies de arafias de géneros
identificados como de importancia médica, tales como Atrax o Latrodectus, las
cuales claramente no son especies mantenidas en terrarios para su exhibicion o
mantenimiento como algunas especies de terafésidos. A esto se suma el hecho de
gue las mordeduras por terafésido son consideradas inofensivas para el ser
humano; sin embargo, especies del género Poecilotheria representan la excepcién
a esta suposicion al poseer veneno altamente toxico para el ser humano (Fuchs et
al., 2014).

Sintomas como la inflamacion, irritacién y dolor pueden ser provocados por la accién
del veneno de aracnidos, mediante la introduccién del veneno al organismo por

medio de picaduras (alacranes) o mordeduras (arafias). Estos venenos pueden ser
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vistos como todo un coctel de compuestos biolégicamente activos que involucran
una sofisticada mezcla de péptidos para los cuales se requiere de nuevas fuentes
de tratamientos en el area farmacoldgica para el desarrollo de medicamentos que

logren combatir sus efectos (Peigneur et al., 2018).

2.2.2 Aracnidos
La Clase Arachnida comprende una alta diversidad de organismos de entre los
cuales destacan arafias y escorpiones, contando con alrededor de 100,000
especies reconocidas (Heather et al., 2015). Su morfologia se caracteriza por la
division del cuerpo en dos secciones principales conocidas como prosoma y
opistosoma. El prosoma no es segmentado, y cumple con las funciones principales
de locomocion, deteccion y alimentacion. Sobre esta seccion se encuentran los
queliceros que cubren la cavidad oral en las araflas y se ve completamente
relacionada con la inyeccion de veneno (Figura 2). El opistosoma puede o0 no
presentar segmentacion y cumple con las funciones de excrecion, reproduccion,

digestion y respiracion (Luddecke et al., 2022).

_ Queliceros
~» Prosoma

Opistosoma

Figura 2. Segmentacion y estructura principal de aracnidos.

Al no presentar mandibulas, los dos pares de apéndices (queliceros y pedipalpos)
actian como tal para realizar la masticacion de sus presas. Su respiracion se realiza
a través de pulmones con estructura de libro o traqueas por lo que se encuentran

perfectamente adaptados a la vida terrestre.
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Resulta sencillo relacionar el peligro con estos animales, ya que son depredadores
carnivoros agresivos con habilidad para la inoculacion de veneno y los efectos
toxicos que este genera en los organismos afectados, provoca sintomas como

necrosis, paralisis y dolor (Laustsen et al., 2016).

2.2.2.1 Familia Theraphosidae
La Familia Theraphosidae pertenece a la Clase Arachnida, Orden Araneae y
Suborden Mygalomorphae. Esta se conforma de arafias de tamafio considerable
denominadas tarantulas.
El sistema de inoculacién de veneno de las tarantulas se ve conformado por un
sistema de inyeccion que consiste en la conexion de la glandula de veneno con
cada quelicero a través de un conducto. Cada glandula se encuentra cubierta por
musculos y nervios que se encargan de proveer el control para la correcta excrecion
de veneno (Luddecke et al., 2022).
El veneno de estos animales es descrito como toda una combinacion de miles de
compuestos biolégicamente activos con la capacidad de alterar el estadio fisiologico
del organismo receptor, generando sintomas como necrosis, paralisis y dolor en
diferentes niveles (Peigneur et al., 2018). La mayoria de estos compuestos actian
sobre canales i6nicos y otros receptores, brindando caracteristicas de
neurotoxicidad. Péptidos ricos en cisteina junto a péptidos antimicrobianos,
moléculas pequefias y proteinas de mayor tamafio son categorias que han sido
descritas al momento de caracterizar el veneno de estas arafias (Luddecke et al.,
2022). A grandes rasgos, podria decirse que el veneno de las tarantulas es el
producto de la expresion de genes en la glandula de veneno que dan como
resultado toda una mezcla de moléculas peptidicas y proteinas que, en mayor parte,
actian como neurotoxinas que alteran el funcionamiento de canales idnicos
regulados por voltaje (Diaz-Pefia, 2017; Cid-Uribe et al., 2019).
A pesar de contar con estos antecedentes en la caracterizacion del veneno de los
terafésidos, la gran mayoria de las especies que conforman esta familia son
consideradas inofensivas al no provocar decesos en la poblacion humana. Sin

embargo, especies del género Poecilotheria poseen un veneno con alta toxicidad
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con la capacidad de desarrollar cuadros clinicos descritos por dolor, inflamacién y
enrojecimiento de la zona de mordedura que pueden alcanzar niveles de malestar
que requieren de atencién médica (Diaz-Pefa et al., 2019).

En afos recientes, estas arafias han sido comercializadas con el fin de ser exhibidas
0 mantenidas como mascotas debido a que su tamafio, colores vistosos y facil
mantenimiento, las convierte en una mascota poco convencional. Algunas especies
relacionadas han sido consideradas como inofensivas, siendo asi, que en Suiza es
legal adquirir este tipo de mascotas sin la necesidad de reportarlas al gobierno
(Fuchs et al., 2014). En reportes recibidos por el Centro Suizo de Informacion
Toxicoldgica, se han reportado al menos 10 casos por mordedura de Poecilotheria
spp. desde 1995 y, de entre ellos, los sintomas provocados por la mordedura de P.
regalis Pocock, 1899, se caracterizan por la aparicion y persistencia de calambres
musculares, incluso después de dos semanas del ataque (Fuchs et al., 2014).

2.2.2.2 Poecilotheria regalis Pocock, 1899

Las especies pertenecientes al género Poecilotheria son conocidas como tarantulas
de arbol; entre ellas se encuentra Poecilotheria regalis, que habita en las selvas de
India 'y Sri Lanka. Aun siendo considerada agresiva y muy rapida (Garcia-Arredondo
et al., 2015), P. regalis es popular por tener una estructura corporal llamativa; la
longitud de su cuerpo es de entre 6 a 8 cm, sus patas pueden llegar a medir hasta
16 cm de largo y presentar color azul, amarillo, blanco o marron. Hembras en
cautiverio han llegado a vivir 8 a 12 afios y, por otro lado, los machos Unicamente
alrededor de 2 a 4 afios (Fuchs et al., 2014).

En comparacion con el veneno de otras tarantulas, los sintomas reportados por la
mordida de especies del género Poecilotheria incluyen hinchazén local, eritema,
dolor moderado o severo (Garcia-Arredondo et al.,, 2015) y, de manera muy
particular, la aparicion de calambres musculares tardios, son una caracteristica que
se reporta ha llegado a permanecer incluso hasta tres semanas posteriores al dia
del ataque (Fuchs et al., 2014).
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En un andlisis cromatografico del veneno de esta tarantula, se revela que cuenta
con fracciones que presentan homologia con toxinas involucradas en la inhibicién
de canales i6nicos dependientes de voltaje y, al realizar un ensayo de electroforesis,
se identificé una banda correspondiente a un peso molecular caracteristico de las
hialuronidasas (Diaz-Pefa, 2017). Al realizar una caracterizacion bioquimica para
la determinacién de la actividad de las principales enzimas que se encuentran en el
veneno, se encontrd que P. regalis no cuenta con actividad significativa de
metaloproteasas, serinproteasas o fosfolipasa A2 (Richards et al., 2023). Sin
embargo, la actividad de hialuronidasa si se ve reflejada. Es importante sefialar que
las hialuronidasas presentan un papel crucial en el veneno de muchos animales al
actuar como factor de dispersion que permite que otros componentes logren

difundirse en el organismo que recibe el ataque.

2.2.3 Epidemiologia de lesiones por aracnidos en México
México es reconocido por albergar una gran diversidad de organismos entre los que
se encuentran especies venenosas de importancia médica. Sin embargo, es poco
frecuente contar con estadisticas precisas en las que se plasme el nimero exacto

de accidentes que ocurren (Roodt, 2015; Santibafiez-Lopez et al., 2016).

Segun los datos recabados por la Secretaria de Salud (2005), de todos los casos
atendidos por intoxicaciones a consecuencia de animales ponzofiosos, el 11% son
provocados por arafias. La edad predominante de personas afectadas ronda de los
10 a 19 afos, generalmente durante actividades de trabajo de campo o recreativas
y, en menor medida, por la manipulacion inadecuada de los animales sin ninguna

medida de prevencion (Zufiiga-Carrasco et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

Considerando el grado de incidencia de encuentros accidentales y casos de
intoxicacion por el veneno de animales con el potencial que atenta de manera
directa contra la salud humana, no es de sorprender que exista interés por la
busqueda de fuentes de terapias alternativas contra el envenenamiento causado
por estas especies. Tomando en cuenta que el veneno se compone de toda una
mezcla de compuestos bioldgicamente activos (Peigneur et al., 2018), se dificulta la
posibilidad de establecer un antidoto universal que pueda contrarrestar los efectos
toxicos generados en el organismo al haber sido expuesto a estas sustancias. Si
bien, un antidoto puede funcionar contra un tipo de veneno, esto no asegura que

funcionara contra algun otro que produzca efectos toxicos similares.

Como ejemplo de la variacion entre tratamientos, los sueros antiveneno empleados
para el tratamiento de picaduras de escorpiones y mordidas de arafias, son
disefiados mediante técnicas de generacion de anticuerpos monoclonales que se
extraen de equinos (Laustsen et al., 2016). Esto representa algunos inconvenientes,
puesto que al tratarse de un proceso que involucra la variabilidad de especies, se
tiende a tener poco rendimiento en la produccion. Esto hace que los costos de los
antivenenos sean altos y generalmente van dirigidos contra algunas especies en
especifico de cada regidon (Laustsen et al., 2016). Tomando en cuenta lo anterior,
en México Poecilotheria regalis Pocock, 1899 no seria considerada como una
especie de importancia clinica al ser un organismo de importacion que raramente
reporta casos de incidencia. Sin embargo, los antecedentes de los casos reportados
por la intoxicacién con veneno de esta tarantula, aunque pocos, son base suficiente
para poner interés en la investigacion de componentes que logren mitigar algunos

de los sintomas provocados por el veneno.

Retomando los casos registrados por Fuchs y colaboradores (2014), P. regalis es
una especie nativa de la India y Sri Lanka que se ha comercializado como mascota
a pesar de caracterizarse por ser una especie agresiva. Esto representa un peligro
latente para los duefios de estas arafias pues, al no contar con un tratamiento

adecuado que logre contrarrestar los efectos causados por el veneno, la persona
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afectada puede atravesar por sintomas desagradables que, segun lo que reportan
los casos, van desde la aparicion de eritema, hinchazon, sudoracion, rigidez en
rodillas, cuello, hombros o dedos, y opresion en el pecho o respiracion fuerte. Por
si fuera poco, a estos sintomas se puede sumar la aparicién tardia de calambres
musculares que se manifiestan en distintas zonas del cuerpo con diferente grado de
intensidad, llegando a generar incapacidad a la persona afectada. Al no contar con
un tratamiento establecido, el personal de salud que atiende estos casos se ve
limitado a la administracion de analgésicos, antihistaminicos, corticoesteroides o

antibidticos, con la esperanza de lograr contrarrestar parte de los sintomas.

Existen reportes que sugieren que las especies del género Ipomoea representan
una fuente potencial de compuestos capaces de contrarrestar los efectos toxicos
causados por los componentes de algunos venenos animales. Especificamente, la
especie Ipomoea murucoides esta ampliamente distribuida en México, por lo que
representa una alternativa de facil acceso que vale la pena investigar para
establecer su potencial aplicacion en el desarrollo de tratamientos alternativos

contra el envenenamiento causado por algunas especies como lo es P. regalis.
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4. HIPOTESIS

Los extractos de diclorometano, etanol y agua de las hojas de Ipomoea murucoides
Roem. & Schult. contienen compuestos capaces de disminuir significativamente la
actividad enziméatica de hialuronidasa, el efecto inflamatorio y la actividad sobre la
contractilidad del musculo liso intestinal, generados por el veneno de Poecilotheria

regalis Pocock.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Evaluar la capacidad de los extractos de distintas polaridades de Ipomoea
murucoides Roem. & Schult. para inhibir el efecto inflamatorio, la actividad
enziméatica de hialuronidasa y la neurotoxicidad del veneno de Poecilotheria
regalis Pocock.

5.20bjetivos especificos
e Evaluar la capacidad de los extractos de Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

para inhibir el efecto inflamatorio del veneno de Poecilotheria regalis Pocock
mediante el ensayo de edema plantar en modelo de rata Wistar.

e Determinar la capacidad de los extractos para inhibir la accion enzimatica de
hialuronidasa del veneno de P. regalis.

e Evaluar el efecto del veneno de P. regalis sobre contracciones espontaneas de
ileon aislado de rata y determinar si dicho efecto se inhibe en presencia de los

extractos de |. murucoides.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales de experimentacion

Los ensayos biologicos se realizaron con animales de experimentacion (ratas
macho Wistar de 250 g de peso aproximado) adquiridos del Bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Cada espécimen se
mantuvo en aclimatacion por un periodo de cinco dias en un area reservada para el
mantenimiento de animales de experimentacion en la planta baja del edificio 2 de la
Facultad de Ciencias Quimica de la UAQ. El espacio estuvo acondicionado con un
equipo de control de medio ambiente adecuado como se especifica en la NOM-062-
Z00-1999. Cada animal fue mantenido en jaulas de acrilico con agua y alimento,
realizando periodos de limpieza cada dos dias. Al concluir los ensayos, los animales
fueron inducidos a eutanasia con un ambiente de CO, como se indica en la NOM-
062-Z00-1999 apartado 9.4. Posteriormente, los Residuos Peligrosos Biologico-
Infecciosos se etiquetaron y almacenaron bajo las especificaciones de la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-SSA-2002. Los cadaveres se contuvieron en bolsas
amarillas a -20 °C y los punzocortantes en contenedores rojos especiales. El
almacenaje ocurrio en un periodo no mayor a 30 dias puesto que, al paso de este
periodo, se realiz6 la contratacion de un servicio especial dedicado al tratamiento y
procesamiento de dichos residuos. En cuanto a los residuos quimicos generados,
fueron manejados y almacenados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
005-stps-1998.

6.2 Recoleccion de materia vegetal y preparacion de extractos

Las hojas de Ipomoea murucoides fueron colectadas de plantas con ubicacién en la
ciudad de Santiago de Querétaro (N 20° 35'17.02"y O 100° 23'17.02"). Se procedio
a secar a temperatura ambiente bajo la sombra durante un periodo de dos a tres
semanas. Posteriormente, el material vegetal seco fue triturado con un molino
manual para nixtamal y granos para obtener una molienda de tamafio medio sin
llegar a un polvo fino. El material resultante fue sometido a maceracion durante una

semana con los solventes de distinta polaridad seleccionados para hacer la
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extraccion de un amplio espectro de componentes de la planta. EI cambio de
solvente se hizo cada semana de manera consecutiva en el orden que se menciona
a continuacion: diclorometano, etanol y agua. Aquellos extractos obtenidos de la
maceraciéon con diclorometano y etanol fueron secados a presion reducida en un
rotaevaporador, mientras que el extracto acuoso se seco mediante liofilizacién. Una
vez gque los extractos secos fueron obtenidos, estos se almacenaron en refrigeracion
a 4 °C. La preparacién de los extractos fue realizada por la Q.F.B. lvonne Acosta
Buitron en el edificio de Posgrado en Ciencias Quimico Biologicas de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

6.3 Recoleccion y obtencion de veneno de aracnidos

El veneno fue recolectado de distintos especimenes adultos hembra de la tarantula
Poecilotheria regalis, que fueron mantenidos en el Aracnario de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autdbnoma de Querétaro (NUmero de registro
INE/CITES/DGVS-CR-IN-0619-QRO/00). EI mantenimiento, identificacion vy
extraccion de veneno estuvo a cargo del Biol. Luis Cuéllar Balleza, encargado del
Aracnario. La extraccion del veneno se realizé mediante la técnica de estimulacion
eléctrica, el cual es un método ya estandarizado para la obtencién de veneno de
tarantulas. El veneno obtenido fue almacenado a -70 °C y su cantidad de proteina

se determind mediante el método de Bradford.

6.4 Evaluacion de efecto anti-inflamatorio

El ensayo de edema plantar inducido por carragenina (Mortari et al., 2012) fue
empleado para la determinacién de la capacidad anti-inflamatoria de los extractos
de Ipomoea murucoides. En este ensayo, el extracto vegetal acuoso se preparo
para ser administrado via oral por medio de una canula a ratas macho Wistar de
250 g de peso aproximado (n = 5) que fueron mantenidas en un ayuno de 12 horas,
la dosis empleada fue de 1000 mg/kg haciendo la disolucion del extracto con
solucion salina fisiologica estéril (Garcia-Arredondo et al., 2016). Después de una
hora de la administracion del extracto vegetal, un volumen de 100 pl de una solucién
de A-carragenina (Sigma-Aldrich 22049-5G-F) al 3 % en solucién salina fisiologica

fue administrado via subcutanea en la superficie plantar de la extremidad trasera
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derecha para inducir la inflamacion. Como control negativo se contd con un grupo
de roedores al que solo se le administrd la solucion salina fisioldgica. Cada grupo
de experimentacion fue administrado con 40 ug de proteina de veneno, disuelta en
50 pl de solucién salina fisiologica. El nivel de inflamacién se determiné por la toma
de medidas del desplazamiento de volumen de agua con un pletismémetro manual
qgue consistia en un tubo de centrifuga de 50 ml ajustado a un volumen
estandarizado y un vernier digital que permitia medir el desplazamiento de agua. La
toma de cada medicion se realiz6 cada 10 minutos dentro de una hora vy
posteriormente las medidas fueron tomadas cada 15 minutos durante otra hora. El
porcentaje de inhibicion de la inflamacion fue obtenido tomando en cuenta los
siguientes valores de actividad anti-inflamatoria: actividad anti-inflamatoria
moderada de 30 a 65%; y actividad anti-inflamatoria alta para valores superiores a
65%.

Por otra parte, los extractos vegetales etandlico y acuoso también fueron evaluados
por la via de administracion topica bajo las mismas condiciones de experimentacion
establecidas en la evaluacion de la via de administracion oral del extracto acuoso.
Las mediciones fueron tomadas como se indicO en la evaluacion anterior y se
determind el porcentaje de inhibicibn de inflamacion, siguiendo la misma

metodologia.

6.5 Evaluaciéon de la inhibicién de la actividad de la hialuronidasa

Para esta evaluacion, primero se obtuvieron los valores de actividad de
hialuronidasa del veneno por medio del método turbidimétrico de Di Ferrante
previamente estandarizado en el laboratorio (Rodriguez-Rios et al., 2017).
Diferentes concentraciones del veneno fueron diluidas en 150 pl de amortiguador
de acetatos (0.2 M de acetato de sodio con 0.15 M de NaCl, pH 6) y 100 uL de
sustrato, que fue preparado disolviendo 1 mg de acido hialurénico (sal de sodio de
Streptococcus equi, Sigma-Aldrich) en 1 ml de amortiguador de acetato. Las
mezclas se llevaron a incubacién por 15 minutos a 37 °C y posteriormente, la
reaccion fue detenida adicionando 1 ml de bromuro de hexadeciltrimetilamonio

(BCTA) al 2.5% (diluido en NaOH al 2%), y los tubos de reaccion se dejaron en

28



reposo por 10 minutos. Posterior a esto, la absorbancia fue medida a 400 nm contra
un blanco que contenia 0.5 ml de amortiguador de acetato de amonio 0.05 M a pH
6 (con 0.15 M) y 2 ml de BCTA. La reduccion de la turbidez fue expresada como el
porcentaje de &cido hialurénico restante, tomando como 100% la absorbancia de un
tubo al que no le fue agregada muestra, ni enzima. La unidad de turbidez (TRU) se
expres6 como la cantidad de enzima requerida para hidrolizar el 50% del &cido
hialurénico. Como control, se emple6 una hialuronidasa de testiculo bovino tipo V-
S (Sigma-Aldrich). Para la evaluacién del efecto inhibitorio de los extractos de |I.
murucoides sobre la actividad de hialuronidasa del veneno, el ensayo de
hialuronidasa se realizé posterior a la incubacién de veneno (20 pg/ml) en presencia
de distintas concentraciones de cada extracto (100, 200 y 500 pg/ml) durante 15
minutos a 37 °C en un volumen final de 0.1 ml. Después, el porcentaje de inhibicion

de actividad hialuronidasa fue determinado.

6.6 Ensayo de ileon aislado de rata

Para esta prueba, se evalud la actividad de los extractos sobre el tono del musculo
liso vascular mediante el ensayo de ileon aislado de rata previamente estandarizado
(Rojas et al., 2002). Las ratas macho de la cepa Wistar (250 a 300 g) fueron
sacrificadas por decapitacion con una guillotina (NOM-062-ZO0-1999). Segmentos
de ileon de 1 cm fueron extraidos y colocados en solucion fisiolégica de Krebs-
Henseleit de composicién 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaCl, 1.2 mM
MgSOs4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCOs y 11 mM D- (+) glucosa sobre un bafio
de hielo con gasificacion constantemente con 95 % O,y 5 % CO.. Las contracciones
espontaneas del tejido fueron medidas en un poligrafo Grass. Posterior a un tiempo
de estabilizacion de 10 minutos a una tension de 1 g, se realiz6 un periodo de control
con una duracion de 10 minutos. Después, la muestra de veneno de P. regalis se
evaluo en el tejido a una concentracion de 20 pg/ml. Posteriormente se procedi6 a
la evaluacién del efecto del veneno previamente incubado con el extracto acuoso y
etandlico de I. murucoides (1000 pug/ml) durante 15 min a 37 °C. El efecto de los
extractos por si solos a la misma concentracién se evalud sobre el tejido como
control y, de igual manera, se determiné si para el extracto etandlico el solvente
(etanol) presentaba un efecto sobre las contracciones por si solo. Para este ensayo

29



se utilizé la acetilcolina y verapamilo en concentracion 1X10° M como sustancias
de referencia que tienen efectos sobre el tejido de musculo liso empleado para el

ensayo.
6.7 Andlisis estadistico

Los analisis fueron realizados mediante el programa estadistico GraphPad Prism
version 5.00 para Windows (San Diego California, USA). Los valores de
concentracion efectiva media (CEsg) y efecto maximo (Emax) Se obtuvieron por un
ajuste no lineal de las curvas semilogaritmicas concentracion-respuesta y se realizo
un reporte como la media de 4 repeticiones con sus intervalos de confianza del 95%.
Los parametros restantes se reportaron como la media de 4 a 5 repeticiones * el
error estandar. Las comparaciones entre las curvas se realizaron mediante un
ANOVA de dos vias seguido de un analisis post hoc de Bonferroni. El resto de las
comparaciones fueron realizadas mediante un ANOVA de una via seguida de un

analisis post hoc de Dunnett.
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7. RESULTADOS

a. Recoleccion de materia vegetal y descripcidon botanica

Es bien sabido que las plantas pueden sintetizar metabolitos de manera diferencial
debido a las condiciones en las cuales se desarrollan, ya que existen factores
bidticos y abidticos que pueden generar diferentes tipos de estrés que alteran los
procesos fisiolégicos y metabdlicos ante los cuales las plantas ofrecen una
respuesta distinta para intentar mantener la homeostasis celular o reducir efectos
nocivos (Méndez-Espinoza y Vallejo, 2019). Por tal motivo, con la finalidad de no
presentar variaciones en la obtencién de los extractos, la recoleccion de la materia
vegetal fue realizada Unicamente de especimenes de Ipomoea murucoides Roem.
& Schult. ubicados en el municipio Santiago de Querétaro, Querétaro en las
facultades de Ciencias Naturales e Ingenieria de la Universidad Autonoma de
Querétaro. El voucher con numero QMEX00015386 fue depositado en el herbario
de Querétaro “Dr. Jerzy Rzedowski” QMEX de la Universidad Autobnoma de
Querétaro.

Inicialmente la especie fue identificada y las partes aéreas se colectaron para
realizar una descripcion, tal como dicta la ficha técnica publicada por la Comision
Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad (CONABIO), (2011). I.
murucoides presenta las flores blancas en forma de campana o embudo y ésta
presenta una longitud de casi 10 cm desde el pedunculo hasta la corola (Figura 3).

Figura 3. Flor de I. murucoides.
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El desarrollo de las flores es monocasial (solo una flor terminal), presentando una
estructura juvenil de capullo con el caliz formado por sépalos desiguales cubiertos
de tricomas que le brindan una apariencia y textura aterciopelada (Figura 4).

Figura 4. Desarrollo de la flor de I. murucoides.

La flor es la estructura reproductiva de las plantas y en esta especie se encuentra
conformada por estambres y estigma que no sobresalen de la flor, ambas
estructuras son blancas con apariencia afelpada en los extremos superiores (Figura
5).
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Figura 5. Estructuras reproductivas de |. murucoides. A) Visualizacion de
estructuras principales (estambres y estigma), B) Acercamiento a estructuras
principales, C) Ovario y 6vulo de la flor.

Las hojas tienen forma de ovalo alargado (oblongo-eliptica) y poseen un color verde
obscuro. Su tamafo es variable debido a que hojas juveniles recolectadas median
de 5 a 12 cm, pero se observaba la presencia de hojas de mayor tamafio que

alcanzaban medidas de 15 a 18 cm (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion morfoldgica entre hojas juveniles y maduras de |.
murucoides.
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b. Evaluacién del efecto anti-inflamatorio

La evaluacion del efecto inflamatorio indico que el veneno de P. regalis induce un
efecto con un méaximo alrededor de los 30 minutos después de su inyeccion en la
planta de la pata trasera derecha. Este efecto no disminuy6 significativamente en
presencia de los tratamientos con los extractos etandlico y acuoso por via topica, ni
con el extracto acuoso por via oral (Figura 7). En este ensayo, se evalu6 como
referencia el efecto inflamatorio de la carragenina.

S 250- o
= —-o- EA topico + Prv
é 200- EE topico + Prv
E I I —+— Carragenina
(>D 150+ ¥ v - Prv
3 -~ EAoral + Prv
o 100
c
(]
£ 50+
(O]
3}
E O I I 1
0 50 100 150

Tiempo (min)

Figura 7. Efecto inflamatorio del veneno de P. regalis (Prv) en ausencia y presencia
de tratamiento con los extractos de |. murucoides. Tratamiento con extracto acuoso
aplicado via tépica (EA topico + Prv), tratamiento con extracto etanélico aplicado via
topica (EE topico + Prv), tratamiento con extracto acuoso aplicado via oral (EA oral
+ Prv). No se encontraron diferencias significativas mediante un ANOVA de dos vias
empleando un analisis post hoc de Bonferronni.

El seguimiento en el aumento de volumen por la inflamacién generada con el
veneno de P. regalis se registr6 como aumento en porcentaje del volumen inicial
(100%) con la medicion del desplazamiento de agua contenida en un
hidropletismémetro manual (Figura 8).
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Figura 8. Inflamacién inducida con veneno de P. regalis (40 ug de proteina de
veneno disuelta en 50 pl de solucion salina fisiol6gica) en la pata trasera derecha
de rata (n =3). A) antes de la administracion del veneno. B) Inicio de la inflamacién
aproximadamente 1 minuto después de haber administrado el veneno.
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c. Evaluacién delaactividad de lahialuronidasa en presenciade
extractos de I. murucoides

Los resultados de la evaluacion de los extractos acuoso y etandlico de las hojas de
|. murucoides previamente incubados con el veneno de P. regalis mostraron
diferencias entre ellos. Por un lado, se observd que el extracto acuoso reduce la
actividad de la hialuronidasa de manera significativa al incrementar su
concentracion (Figura 9A), mientras que el extracto etandlico no tuvo un efecto
significativo de reduccion sobre la actividad enziméatica (Figura 9B).

A) Actividad hialuronidasa con extracto acuoso B) Actividad hialuronidasa con extracto etandlico
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Figura 9. Evaluacion de actividad de la hialuronidasa del veneno de P. regalis (Prv,
20 pg/ml) en presencia de los extractos de |. murucoides. A) Evaluacion de extracto
acuoso (100, 200 y 500 pg/ml), B) Evaluacion de extracto etandlico (100, 200 y 500
pg/ml). * Indican el grado de diferencia significativa por evaluacion con ANOVA de
una via y andlisis post hoc de Dunnett (p< 0.05) (* menor grado, ** gado medio, ***
mayor grado).

Es importante mencionar que, en un principio, se contemplé la evaluacién de
extractos de hojas de |. murucoides obtenidos a partir de procesos secuenciales de
maceracion y secado con los solventes diclorometano, etanol y agua, sin embargo,
el extracto obtenido a partir de la extraccién con diclorometano presentd problemas
de solubilidad, impidiendo que se pudiera llevar a cabo su evaluacién y, por ende,
solo los extractos acuoso y etandlico fueron evaluados. Por tal motivo, al contar con
los resultados de estos dos extractos, solo se realizd la comparacion entre ambos
para deducir que el extracto acuoso cuenta con mayor potencial en la reduccion de
la actividad de la hialuronidasa del veneno de P. regalis.
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d. Ensayo de contractilidad ileon aislado de rata Wistar

Con la finalidad de evaluar una posible disminucién de la actividad de las
neurotoxinas presentes en el veneno de P. regalis, se evalu6 su efecto sobre las
contracciones espontdneas de segmentos de ileon aislados de rata. De esta
manera, se encontré que el veneno produce un efecto inhibitorio de las
contracciones espontdneas. Como parte de este ensayo, la acetilcolina y
verapamilo fueron utilizadas como sustancias de referencia, debido a que estas
provocan la alteracién del tejido empleado al aumentar o reducir las contracciones
espontaneas respectivamente. Se evalué también el efecto del veneno previamente
incubado en presencia del extracto acuoso de las hojas de |I. murucoides, el cual,
en otro estudio no mostré actividad sobre las contracciones espontaneas de los
segmentos de ileon. La Figura 10 muestra los resultados obtenidos a partir de la
evaluacion de cada una de las sustancias estudiadas. En ella, se puede observar
gue el extracto acuoso obtenido a partir de las hojas de |. murucoides no altera las
contracciones espontaneas del ileon aislado de rata. Por otra parte, el veneno de P.
regalis produce una disminucion en la tension del tejido y finalmente, se observa
que al coaplicar el extracto con veneno, no se observa un efecto significativo en
comparacion con el efecto del veneno solo a la misma concentracion (Figura 11).
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Figura 10. Registro de contracciones espontaneas de ileon aislado de rata Wistar
con distintas sustancias. A) Acetilcolina 0.003M, B) Verapamilo 0.003M, C) Extracto
acuoso (EA) 1000 ug/ml, D) Veneno de Poecilotheria regalis (Prv) 20 pg/ml, E) Prv
(20 pg/ml) incubado con EA (1000 pg/ml).
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Figura 11. Diferencia entre la disminucion de la tension entre los tratamientos con
veneno (Prv) y veneno incubado con el extracto acuoso (Prv + EA). No se
observaron diferencias significativas (n = 4) mediante un analisis t de Student.
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8. DISCUSION

En algunos estudios se ha demostrado previamente que algunas de las especies
del género Ipomoea tienen la propiedad de neutralizar sintomas generados por la
actividad toxica de venenos de algunos animales tales como escorpiones y
medusas. Por ejemplo, Ipomoea pes-caprae se utiliza para tratar la dermatitis
producida por la picadura de medusas, peces venenosos, mantarrayas e insectos
(da Silva Barth et al., 2017; Pereda-Miranda et al., 2005), I[pomoea aquatica Forsk.
ha sido utilizada contra veneno de escorpion (Uawonggul et al., 2006), Ipomoea
campanulata L. contra el veneno de serpiente (Singh et al., 2003). En México,
Ipomoea murucoides Roem. & Schult., es empleada para contrarrestar el efecto de
intoxicacion por picadura de alacran (Valencia Diaz et al., 2021). Por esta razon, en
este estudio se evalud la capacidad de los extractos de las hojas de I. murucoides
para contrarrestar los efectos causados por el veneno de la tarantula Poecilotheria
regalis, misma que es conocida como una especie subestimada debido a que
provoca sintomas clinicos que requieren atencion médica pero no se conocen

tratamientos adecuados hasta el momento (Fuchs et al., 2014; Asultan et al., 2023).

Primero, se evaluo si los extractos de las hojas de |. murucoides tienen la capacidad
de inhibir el efecto inflamatorio causado por el veneno de P. regalis. Se sabe que la
inflamacion es una de las mdultiples respuestas que el cuerpo desarrolla para
combatir agresiones de naturaleza fisica, quimica o biolégica que como resultado
provocan vasodilatacidon e incremento de la permeabilidad vascular, ocasionando el
escape de liquido de los vasos sanguineos y dando como resultado la acumulacion
de liquido denominada edema (Roméan Séanchez, 2020). Como se menciond
anteriormente, |. murucoides se reporta como una de las especies utilizadas en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la inflamacién generada por
golpes y reumas, siendo indicada la aplicacién externa de partes aéreas de la planta
en la zona afectada (Ramos Castro, 2016). Tomando en cuenta lo anterior, la via
de administracién topica representa un punto importante para valorar la efectividad

de los extractos obtenidos a partir de las hojas de la planta, puesto que es la forma
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tradicional de aplicacion contra la inflamacién. Sin embargo, los resultados de este
estudio no mostraron un efecto antiinflamatorio contra el veneno de P. regalis.

Es importante conocer que la piel representa una barrera fisica ante la cual se deben
proporcionar sistemas efectivos que logren que los compuestos de interés penetren
para que se vea reflejado un efecto y, como la difusién de un farmaco a través de la
piel se realiza mediante difusion pasiva, es evidente que este medio de
administracién resulte menos eficaz en comparacion con otros (Roman Sanchez,
2020). Para este ensayo, no se vio reflejado un contraste notable con la via de
administracién oral, la cual también se reporta en la literatura, aunque esta via es
mayormente utilizada para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales
(Oropeza, 2012).

Adicionalmente, se ha llegado a considerar que parte del proceso inflamatorio
podria verse relacionado con la accion de las enzimas tipo hialuronidasa que forman
parte del veneno de P. regalis, debido a su funcion de romper el acido hialuronico
presente en la matriz extracelular, lo que permite que los demas componentes del
veneno se difundan en el organismo afectado y, por consiguiente, se desarrolle la
inflamacion como parte de la respuesta inmune (Fronza et al., 2014). Sin embargo,
es necesaria una investigacion especifica que aborde el tema para poder
confirmarlo.

Abordando el tema de las hialuronidasas, estas son descritas como enzimas que
forman parte de los componentes principales del veneno, al ser parte de los
llamados factores de dispersion. Dicha denominacion se atribuye a que estas
enzimas cuentan con la capacidad de llevar a cabo la degradacion del acido
hialurénico, uno de los componentes que se encuentra en la matriz extracelular
como una barrera que impide el paso del veneno. Es por esta razén que las
hialuronidasas ejercen su accion mediante la escision de la unidén que existe entre
las moléculas de D-glucoronato y N-acetilglucosamina que conforman el &cido
hialurénico (Keisuke et al., 2020; Guerra-Duarte et al., 2019).

Entendiendo este principio, el ensayo turbidimétrico permite determinar el nivel de
actividad que presenta una concentracién conocida de enzima con el sustrato bajo
condiciones determinadas. Dado que, a mayor actividad enzimatica la turbidez se
ve reducida, durante este ensayo, los extractos de |I. murucoides fueron evaluados
para determinar su actividad de hialuronidasa, la cual ya ha sido reportada en el
veneno de P. regalis (Diaz-Pefia, 2017). De este modo, aquellos extractos que
cuentan con la capacidad de disminuir la actividad podrian ser tomados encuenta
para estudios posteriores que evallen que componentes intervienen en la actividad
de las hialuronidasas y como lo hacen.
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La mayoria de los metabolitos secundarios que son producidos por las plantas
tienden a presentar una naturaleza polar para favorecer su distribucién en el
organismo de manera eficaz, esto es respaldado debido a que el agua es el solvente
del que los seres vivos necesitamos para vivir, y clara mente es un elemento polar
(Ramos-Castro, 2016). Es por tal motivo que muy probablemente, en el extracto
acuoso, se concentre una mayor cantidad de componentes que pudieran estar
llevando a cabo el efecto de reduccién de la actividad de hialuronidasa y, por ende,
se brinda este resultado de mayor efectividad en comparacién con el extracto
etandlico de menor polaridad.

No se descarta por completo la evaluacion del extracto obtenido con diclorometano.
Sin embargo, es necesaria la busqueda de un solvente en el cual se logre disolver
el extracto y que ademas no interfiera con las condiciones del ensayo.

Es bien sabido que varias de las especies que pertenecen al género Ipomoea son
utilizadas para el tratamiento de desoérdenes intestinales tales como la diarrea y
espasmos, los cuales aparentemente se ven reducidos por propiedades
antiespasmaodicas de estas plantas. Tal es el caso de I. stans, la cual es utilizada
tradicionalmente en México para el tratamiento de ataques epilépticos, como
purgante, hipotensivo y abortivo, debido a que presenta un efecto sobre el sistema
nervioso central (Oropeza, 2012). Su administracion generalmente se da por via
oral, al realizar la preparacion de infusiones con partes de la planta.

De manera patrticular, la administracion oral de I. murucoides es utilizada para el
tratamiento de la intoxicacion por picadura de alacran, lo que la coloca como una
especie con capacidad de reducir los sintomas de envenenamiento provocados por
este aracnido (Ramos-Castro, 2016). Con este antecedente, se propone que los
extractos de |. murucoides podrian contar con la capacidad de reducir algunos de
los sintomas de intoxicacion generados por otras especies de aracnidos.

Para el caso particular de las tarantulas, se conoce que entre los componentes de
su veneno resalta una amplia variedad de neurotoxinas peptidicas que tienen como
blancos principales canales iGnicos o receptores celulares (Garcia-Arredondo et al.,
2015). Dichos blancos se ven involucrados en el mantenimiento del estado
fisiol6gico normal del organismo, motivo por el cual, la evaluaciéon de la alteracion
generada por el veneno y los extractos obtenidos en este estudio se realiz6 en el
tejido de intestino aislado de rata, ya que este es un modelo ideal para la evaluacion
de neurotoxinas y otras sustancias al estar conformado por un sistema nervioso
entérico que consta de dos plexos y un sistema de musculo liso (Romero-Truijillo et
al., 2012). De este modo, los efectos de las neurotoxinas se pueden ver reflejados
por un aumento o disminucion en las contracciones espontaneas del tejido.
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Dado que el fundamento para evaluar la actividad biol6gica de extractos vegetales
se basa en utilizar un tejido que cuente con la capacidad de brindar respuestas a
estimulos fisicos o quimicos que puedan ser controlados, el ileon también resulta
adecuado por contar con terminales nerviosas susceptibles a estos estimulos,
ademas, la funcién de contraccién y relajacion espontdnea puede ser mantenida
durante periodos de tiempo considerables bajo las condiciones adecuadas
(Serrano, 2005).

En el presente estudio, se observé que el veneno de P. regalis disminuye las
contracciones espontaneas en el tejido de ileon aislado de rata, resultado que se
puede ver respaldado por estudios previos en los que este mismo veneno muestra
disminucion en el tono del musculo liso vascular, al reflejar actividad vasodilatadora
en anillos de aorta aislados de rata (Diaz-Pefia et al., 2019), lo cual podria deberse
a la interferencia de los componentes del veneno a través de diferentes
mecanismos, uno de ellos mediante la disminucion de la entrada de calcio a las
células de musculo liso (Diaz-Pefia et al., 2023). Teniendo esto en cuenta, es
posible que esa disminucion en la permeabilidad de calcio se vea reflejada en el
tejido de ileon como una disminucion en las contracciones basales a consecuencia
de la reduccion de entrada de calcio a las células de musculo liso intestinal.

Con la finalidad de observar una posible interferencia del extracto acuoso de |I.
murucoides con el efecto del veneno de P. regalis sobre las contracciones
espontaneas de los segmentos de ileon, se plante6 este experimento en el que se
obtuvieron registros de la modificacién en las contracciones espontaneas del ileon
aislado de rata debidas al extracto acuoso de I. murucoides, el veneno de P. regalis
y la mezcla del extracto acuoso y el veneno. Sin embargo, los resultados mostraron
gue el extracto acuoso de I. murucoides por si s6lo no tiene efecto sobre las
contracciones de los segmentos de ileon, pero tampoco tiene efecto sobre la
actividad del veneno de P. regalis. Uno de los principales sintomas manifestados
por el envenenamiento de esta tarantula son los espasmos musculares (Ahmed et
al., 2009). La evaluacion previa del veneno sobre el tono del musculo liso arterial y
en este estudio sobre las contracciones espontaneas del muasculo liso intestinal
muestran efectos contrarios. Esto puede deberse a que los espasmos musculares
gue presentan los pacientes son producto de una descompensacién en las
concentraciones de iones debido al efecto de mdltiples neurotoxinas, lo cual
explicaria por qué los calambres suelen presentarse 24 horas después de la
mordedura y no de manera inmediata.
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9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se plantearon como objetivos principales determinar si los
extractos de las hojas de I. murucoides cuentan con propiedades para reducir el
efecto de inflamacion y actividad de hialuronidasa del veneno de P. regalis, asi como
determinar qué ocurre con la modulacion de la contractilidad de ileon aislado de rata
al evaluar el extracto acuoso por si solo y en una solucion constituida por el extracto
y el veneno. Con este planteamiento, los ensayos realizados permitieron determinar
gue el extracto acuoso cuenta con potencial para reducir la actividad de las
hialuronidasas del veneno de P. regalis. Sin embargo, ni el extracto acuoso, ni el
extracto etanolico presentaron un efecto inhibitorio sobre la actividad inflamatoria ni
neurotoxica del veneno. Estos resultados muestran que en el extracto acuoso de
las hojas de I. murucoides probablemente se encuentran compuestos que resultan
de interés para futuros estudios sobre la disminucion la actividad de hialuronidasas
de venenos.
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