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Resumen

RESUMEN
Con el propdsito de ampliar el conocimiento de las propiedades

farmacolégicas de las resinas glicosidicas presentes en las especies
medicinales del género Jpomoea (Convolvulaceae) con propiedades
laxantes, catarticas y emenagogas, 10 cual implica una posible accion sobre
el masculo liso, e! presente estudio pretende establecer si el uso popular de
varias especies de este género como abortivo y promotor del parto se
encuentra relacionado con un efecto de los constituyentes de las resinas
glicosidicas sobre el mUsculo liso uterino, para lo cual se determind la accion
de la Tricolorina A, glicolipido mayoritario de la resina de /pomoea tricolor,
en diferentes etapas del Utero gravido aislado de rata, cubriendo todo el
periodo gestaciona! de! animal (21 dias). El compuesto de prueba se evaludé
a diferentes concentraciones durante los dias 5, 10, 15 y 20 de la gestacion,
se abtuvieron curvas concentracion-respuesta de! efecto de la Tricolorina A
para cada etapa gestacional y su accion se compar6 con el efecto excitador
de oxitocina. Los resultados mostraron que el efecto de la Tricolorina A
sobre el utero gravido aislado de rata a los 5, 10, 15 y 20 dias provoco un
aumento de la actividad contractil en una relacion lineal dependiente de la
concentracidn. Las concentraciones efectivas medias calculadas (CExgg)
fueron de 51.2, 13.0, 13.0y 13.2 uM, para cada etapa gestacional. Por otra
parte, el efecto excitador de la oxitocina fue considerablemente mayor que el

del compuesto estudiado, con una CEs, de 33 pM en ratas en estro. El



Resumen

efecto uterotonico encontrado para la Tricolorina A puede estar relacionado
con el uso que se le ha dado a algunas especies del género ljpomoea como
abortivo y promotor del parto y, de esta manera, se valida su uso
etnomédica. Por otro lado, la diferencia de potencia entre la oxitocina y la
Tricolorina A puede ser resultado de un diferente sitio de accion en la
musculatura lisa, ya que la oxitocina actGa directamente sobre los receptores

especificos localizados en la membrana plasmatica de la célula miometrial.
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i. ANTECEDENTES.

a) Generalidades,

La plantas medicinales son un buen ejemplo de !a relacién existente entre el
conocimiento empirico y el cientifico, y es el andlisis de la herbolaria autéctona
uno de los antecedentes directos de las ciencias fisiol6gicas en nuestro pals.

Los antecedentes con respecto a la etnomedicina datan desde tiempos de la
colonia. Los franciscanos llegados a fa Nueva Espafna (1529), entre ellos Fray
Bernardino de Sahagun, comisionado por el obispo Zumarraga en 1557 recopild
datos sobre los indigenas, dando origen al llamado "“Cédice Florentino” en nahuatl
y a su version en espaiol, la célebre "Historia General de las cosas de las Nueva
Espaia”, el cual describe nombres y usos de multiples plantas medicinales usadas
por los indlgenas (Dlaz, 1977). De igual forma, se encomienda a Martin de la
Cruz, un curandero indigena, la descripcién de sus conocimientos y como
resultado aparece en 1552 un cddice extensamente ifustrado con dibujos de
plantas medicinales, sus nombres nahuas, fa descripcién de sus efectos y su
aplicacién, La versién en fatin fue realizada por el humanista indigena Juan
Badiano, de donde el cddice recibe su nombre (De la Cruz y Badiano, 1552). Este
manuscrito desaparecié por mucho tiempo hasta que fue hallado por el Dr. Upson
Clerck en 1929, en fa biblioteca del Vaticano. En 1840, una primera edicién de "E!

Badiano” fue realizada por la Dra. Emmart (Walcot, 1940) y una segunda fue



Antecedentes

hecha en la ciudad de México en 1964 por el fisitlogo Efrén del Pozo en e! Seguro
Sacial (De la Cruz y Badiano, 1964).

Otras fuentes adicionales que incluyen la basta informacion de la etnomedicina
mexicana son la "Historia Natural de la Nueva Espaila” realizada por Francisco
Hernandez entre los afos de 1571-1576, "Gazetas de Literatura” publicacién
semanaria realizada por José Antonio de Alzate (1737-1799). La obra de Sessé y
Mocifio publicada en México en 1889 y 1894 bajo los titulos: "Flora Mexicana y
Plantae Novae Hispaniae", “Ensayo para la Materia Médica Mexicana” editada en 1832
por la Socledad Farmacéutica de México, obra que, segun Diaz (1977) es la
primera de las Farmacopeas Mexicanas, dicha obra representa el antecedente mas
inmediato a una de las etapas de mayor importancia en el estudio de las plantas
medicinales a partir del México Independiente de fines del siglo pasado y
principios del actual. En fa actualidad, existe un extensisimo catalogo de plantas
medicinales realizado por el botanico Maximino Martinez, quién en 1934 publica
su fibro llamado “Las plantas medicinales de México” donde recopild informacion
cientifica del tema desde el sigio XVI hasta la basta informacién producida en
México entre 1888 y 1917 (Diaz, 1977).

La investigacion del potencial terapéutico de fos constituyentes bioactivos de las
plantas es extensa y existen numerosos ejemplos de aplicacion clinica de
productos vegetales, como es, en el tratamiento de! cancer, de enfermedades
infecciosas de origen microbiano y parasitario, de inflamaciones y alergias, asl

como para la regulacion de !a fertilidad.
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Son muchos los ejemplos de compuestos bioactivos aistados de plantas y dada
la importancia terapéutica encontrada en ellos han sido desarrollados como
drogas comerciales, entre los mas relevantes tenemos a los salicilatos y sus
derivados (acidos y sales), el compuesto que destaca entre éstos es, el acido
acetilsalicilico, su origen es a partir de un glicésido amargo denominado salicina
aislado primeramente de la coreza del sauce blanco Salix alba, encontrado
también en varias especies de los géneros Salix y Populus, en general son
utilizados como analgésicos, antipiréticos y antinflamatorios (Ferreira et. al,, 1971,
Smith y Willis, 1971; Vane, 1971, Goodman Gilman et. al,, 1986). La efedrina
aislada de Ephedra nevadesis y otras especies del mismo género; es un potente
simpaticomimético, ya que estimula los receptores o, f}; y f; adrenérgicos, es
utilizada como broncoespasmodico en el sindrome de Stoke-Adams, asi como
descongestionante nasal y en ciertos desordenes alérgicos. (Fairchild y Alles,
1967, Goodman Gilman el al., 1986, Loebly et al., 1986; Tyler et al., 1988). Gran
nimero de alcaloides de origen vegetai poseen actividades biologicas de
importancia terapeutica, dentro de estos podemos mencionar a la atropina
aislada de fas hojas secas, flores y frutos de la Afropa belladona y la
sscopolamina aislada de varias especies de los géneros Scopolia y Datura; estos
farmacos compiten con la acetiicolina por la terminal nerviosa parasimpatica
postganglionar (sitio muscarinico) provocando un efecto antiespasmoédico,
antisecretor, depresivo del sistema nervioso central (Ketchum et al., 1873; Ostfeld

y Arguete, 1962; Brand y Whittingham, 1970). La cafeina, teofilina y teobromina
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encontradas en semillas de plantas como Paullinia cupana, P. sorbilis, P. yaco,
Thea sinensis , Theobroma cacao, Coffea arabica, C. liberica y varias especles
relacionadas del género Cola, son alcaloides que comparten varias acciones
farmacologicas de interés terapéutico como estimulantes del sistema nervioso
central, del musculo liso cardiaco, diuréticos y relajantes del musculo liso
bronquial (Goldstein et al., 1965; Struud et al., 1955; Jacobs et al., 1976),

Asl, son numerasos los ejemplos de fanmacos con propiedades terapéuticas
oblenidos a partir de plantas, que han contribuido al desarrolio de la medicina
aldpatica y se puede inferir que el estudio farmacolégico de las plantas con base
en la etnomedicina es impaortante para la biisqueda de los efectos terapéuticos de
las plantas con propiedades curativas para la obtencién de principios activos que

conlleven al desarrolio de nuevos medicamentos y/o disefio de farmacos.
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b) Propiedades medicinales del género Jpomoea.

La aplicacién mas importante en la medicina tradicional mexicana de varias
especies de los géneros: Convolvulus, Ipomoea, Exogonium, Operculina y
Meremia, pertenecientes a la familia Convolvulaceae, es como laxantes,
propiedad asociada a las resinas glicosidicas caracteristicas de esta familia, la
parte vegetal comiinmente empleada es la rafz (Milispaugh, 1974).

En el presente trabajo es de particular interés la informacidn acerca del uso de
varias especies del género Jpomoea en el tratamiento de transtornos
gastrointestinales (catartico y laxante), asi como en transtornos relacionados con
la reproduccién de la mujer (emenagogao, transtornos menstruales) y su uso se ha
relacionado también en la produccién de leche durante la jactancia (MacDougall,
1960; Matuda, 1965, Wallis, 1966; Martinez, 1853, 1979, Gonzdles Elizondo,
1984; Soto Nufiez, 1987, Castro Ramlirez, 1988; Linares et al., 1990), (ver Tabla

).
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Tabla 1. Usos populares de algunas especies de género [pomoea en la medicina

tradicional mexicana.

Nombre clentifico Nombre comin Parte vegetat Uso
Tolompatl, Jalapa mexicana, ] extractos acucsoa de las partes | Propiedades duirdticas,
para curar llagas y
de Veracruz. adreas ticerss
Ipomoea purga tubérculos desecados Potente catirtico,
laxante, emético,
anlihelmintico,
smenagogo.
partes aéreas {fomenlos) Tralamiento de tumores
Como alimento
Ipomoea balalas Camote tubérculo
ipomoea tynanthina Jalapa de Orizaba raiz desecada Propledaes semejantes 8
1. purga.
(lpomoes onzabensis)
Tumbavagqueros rizomas Purgante drastico
colecindlico, males
cardiacos, tratamientos
de desordenes
neuroldgicos: epilepsia,
histerla, Malde San
Qulebraplatos cocimiento de ia rafz Vito, ataques epilépticos
Transtomos billares
ipomoea stans (Durango) infusidn de la ralz 8¢ toma durants la
mestruacién para sviter
Soyoquilitil ol smbarazo,
Produccién de leche
(Puebla) cocimiento de ias hojas durants {a factancia.
Ipomoea purpurea Manto hojas Evitar ol smbarazo y
produccién de leche
Ipomoea tncolor Manto de Virgen samillas angigésico y
elucinégeno,
(ipomoea viclaceaa) Badoh negro
Amolilio semitlas Catdrtico
Enjuagues para
ipomoea nil (L.) promover el crecimiento
de! cabello.
ipomoea pes-caprae Rifionina intusionea, fomentos, Alecciones fenales,
antitumora!
empiastos y cataplasmas de
las hojas
Corteza de Cazahuate corteza (sgua da uso o befios) | Tratamiento de tumores
Cancerosos,
Ipomoea paucifiora Palo flojo hojsa sntihistaminlico,
Palo bobo

informacién obtenida de: MacDougall, 1960; Matuda, 1965, Wallis, 1966, Martinez, 1953, 1979;

Gonzales Elizondo, 1984; Soto Nufiez, 1987; Castro Ramirez, 1988; Linares et al., 1990.



Antecedentes

¢) Antecedentes de Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae).

La planta Jpomoea tricolor. Cav. (sinonimia /. violaceae L.), pertenece a la
familia Convolvulaceae (Fig. 1), e! nombre de la familia proviene del latin convolvo
que significa entrelazarse, refiriéndose a la forma de crecimiento de la planta, ya
que generalmente estas son enredaderas que se trepan enroscandose bajo un
soporte (volubles) (Grieve, 1982). La planta es ramificada, lampifia, hojas enteras
ovaladas con terminacion en punta y nervaduras prominentes en ambas caras, de
4-11 cm de largo por 3-9 cm de ancho, corola infudibuliforme azulosa de 5-7' cm
dé largo, capsulas ovaladas 12-13 mm de. largo, vellosas, hilio aterciopelado,
semillas negras o parduscas de 5 mm de largo finamente aterciopeladas, florece
de agosto a noviembre (Matuda, 1965; Lilloa, 1953). Una caracteristica
quimiotaxonémica de las convolvulaceas es !a presencia de hileras de células
secretoras de resinas glicosidicas en los tejidos florales y sobre todo en las raices

(Wallis, 1966; Millspaugh, 1974; Tyler et al., 1988).
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. .. —

Figura.1. Ipomocea tricolor Cav. (Convolvulaceae).
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d) Distribucién.
La localizacion de Ipomoea tricolor en la Republica Méxicana se limita a los
estados de Durango, Jalisco, Michoacdn, Veracruz, estado de México, Guerrero,
Morelos, Oaxaca y Yucatan (Fig. 2.). Esta especie se introdujo en Centro y

Sudameérica, hasta Argentina, como una planta omamental (Matuda, 1965).

Figura 2. Distribucion geografica de Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae) en ki

Repiblica Mexicana.
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La diversidad de nombres comunes con los que se asigna a Ilpomoea tricolor
se encuentran relacionados con su localizacién y, las caracteristicas del
microambiente en que crece la planta son climas semiaridos-himedos (ver Tabla

).

Tabla ll. Nombres comunes de acuerdo a ia distribucion de /jpomoea tricolor.

Localizacion Nombre comin Microambiente
D.F..(Coyoacan) Manto- Cultivada
Estado de México Manto
Guanajuato Tumbavaqueros Semidrido
Yedra
Guadalajara Manto de Virgen
Guerrero Calido-seco
Durango Quiebraplatos Semiarido
Hidalgo Tumbavaqueros Semidrido
Manto de la virgen Semicalido-humedo
Morelos (noreste) Quiebraplatos Suelo arenoso
Don Diego de dia bosque tropical
deciduo
Michoacan Calido-semihumedo
QOaxaca Badoh negro Semidrido-humedo
Quiebraplatos
Puebla Soxoquilitil
Querétaro Tumbavaqueros Semitropical
Veracruz Manto Semicalido-
subtropical
Yucatén Tumbavaqueros Semicélido-himedo

Los datos de esta tabla fueron recopilados de muestras florales de [pomoea tricolor

registradas en el Herbario Nacional de! Instituto de Biologfa de fa UNAM.
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o) Estudio fitoquimico.

Las especies pertenecientes a las convolvulaceas poseen glicolipidos de
estructura compleja en forma de resinas, ademas de un alto peso molecular lo que
ha dificultado el aisiamiento de sus constituyentes individuales, siendo los
productos de su hidrélisis alcalina (acidos glicosldicos y los acidos volatiles) la
Unica informacion utilizada por los farmacognostas para fines de identificacion y
clasificaciéon de las materias primas (Wagner, 1973; Wagner et al., 1978),
recientemente, varios investigadores se han dedicado a la purificacién y al
conocimiento de la compleja estructura molecular de los constituyentes
individuales de las resinas glicosldicas de varios géneros de la familia
Convolvulaceae, entre los que se pueden mencionar, los trabajos dirigidos por
Kawasaki y Miyahara (Ono y cols., 1989 a, b, 1990, 1991; Noda y cols., 1987,
1988a, b, ¢, 1990, 1992 a, b).

Las semillas de Ipomoea tricolor son usadas como alucindgenos en los rituales
magicos de los indios zapotecas (MacDougall,1960). Esta actividad bioldgica se
asocia con el contenido alcaloideo de tipo ergolina, encontrado en las semillas
(Hoffman, 1963, Hernandez, 1982), como en las partes aéreas (Pereda-Miranda,
1994), ver Fig. 3, donde se ha demostrado que la distribucién de ergolinas en
plantas superiores esta limitada a algunos géneros de la familia Convolvulaceae

(Der Maderosian, 1967; Tyler et a/., 1988).
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COR
CH, RCH,

R = -NHCH (CH3)CH2OH; a-H  Etgonovina
R = .NHCH (CH3)CH20H, B-H Ergonovinina
R = «NH2; a-H Ergima

R=-NH2 8-H  Ergining

Figura 3. Alcaloides aislados de las partes aéreas de Jpomoea tricolor.

CH,

-z

Re .l Agrocavina
R -OH Elimoclavina

HOCH;

CH,
NHCH,

I-Z

Chanoclavina-l

En diversas partes el mundo varias especies del género /jpomoea se ha utilizado

como potentes catarticos, aclividad asociada a las resinas glicosidicas

caracterislicas de las convolvuldceas (Wallis, 1966; Millspaugh, 1974). En zonas

tropicales de México, esta planta es utilizada para el control del crecimiento de

plantas nocivas (Ramos ef al,, 1973; Anaya ef al., 1987a, b). De igual forma, en

los plantios de cafa de azucar en el estado de Morelos, Méx., es utilizada como

cultivo de cobertura, especiaimente durante los meses de agosto a octubre,
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asociando su poderosa actividad como un herbicida natural (potencial alelopéatico)
a la presencia de las resinas glicosidicas (Anaya et al., 1990).

E! aislamiento del constituyente bioactivo mayoritario (Tricolorina A) de la
resina, se realizd mediante un fraccionamiento cromatografico biodirigido del
extracto orgdnico total, Este proceso pemitié la obtencion de varias fracciones
primarias que fueron evaluadas utilizando ensayos de germinacion de semillas y
crecimiento radicular para monitorear la actividad bioldgica (evaluacion del
potencial alelopatico). Estos mismos se emplearon en las distintas etapas del
proceso de aislamiento del principio activo (Pereda-Miranda et al, 1993), A
continuacion se resume el proceso para el aislamiento de la Tricolorina A. (ver
diagrama).

Este compuesto representa el 85% del crudo de fa mezcla de los constituyentes
de las resinas glicosidicas.

A pesar de desconocer el mecanismo de accion de la Tricolorina A como
herbicida natural, se postula una posible accién ionoférica por parte de las resinas
glicosidicas sobre la membrana vegetal (Kitagawa ef al., 1989; Pereda-Miranda,

1994).



-

-

Antecedentes

Ipomoea tricolor.
Material vegetal (partes aéreas).

Extracto hexdnico.  Extracto cloroférmico. Extracto metanélico.
(Bioactivo)

Cromatograffa en columna

200 fracciones (800 ml c/u)
concentracién al vacio de cada eluato

9 fracciones {de semejanza y homogeneldad cromatografica)

BIOENSAYO
{Evaluar potencial alelopatico. Monitoreo de germinacion de semillas y

crecimiento radicular de A. leucocarpus y E. cms—galli)*

Fraccién Vil
{contiene mezcla de resinas glicos!dicas)

Recromatografia
{180 fracciones de 100 m! clu)

BIOENSAYO"

Fraccién 140-146
(constituyente mayoritario de las resinas glicosldicas)

Decoloracién

PURIFICACION
(Cromatografia de particion
centrifuga lllt:ido-llquldo)

Sdlido amorfo blanquecino
PURIFICACION FINAL
Cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC)

TRICOLORINA A
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f) Estructura quimica.

La Tricolorina A corresponde a la férmula molécular Cgy Hgg O,4, se aisléd
como un soélido blanco, épticamente activo ({a)p -30.34°), peso molecular de 1022,
pf 118-120°C. Las técnicas empleadas para su aislamiento-pqriﬁcacién y
elucidacién estructural fueron la cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC)
y la resonancia magnética nuclear de alta resolucion (300 y 500 MHz),
respectivamente. E! analisis espectrocopico de la molécula permiti6 establecer la
presencia de uﬁ tetrasacdrido lineal integrado por, tres moles de metilpentosa,
una correspondiente a la fucosa y dos correspondientes a la ramnosa, una mol de
hexosa correspondiente a la glucosa en la que el C-3 se encuentra parcialmente
acilado y se combina con el grupo carboxilo de ia aglicona, el acido jalapindlico
(acido 11(S)-hidroxihexadecanoico), formando un éster macrociclico y un acido
volatil correspondiente al &cido metilbutanoico (mba) unido en las posiciones C-2 y
C-4 de la ramnosa interna, el nombre quimico asignado es el de: 11-O-a-l.-
ramnopiranosil-(1-3)-0-a-L-{2-0-(2S-metiibutiril}-4-0-(2 S-metibutiril)}-
ramnopiranosil-(1-2)-0O-f-D-glucopiranosil-(1-»2)-p-D-fucoplrandsido  del acido
11(S)-hidroxihexadecanoico-(1,3"lactona), (ver Fig. 4).

Se obtuvieron varios derivados de la Tricolorina A: el écido tricolérico,
producto de la hidrélisis alcalina (Fig. 5A) y la peracetiltricolorina, producto de la
acetilacion (Fig. 5B). En el primer derivado, la Tricolorina A pierde la estructura
macraciclica y en el segundo los grupos hidroxilo se encuentran acetilados

(Pereda-Miranda e! al., 1993).
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OH
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HOCH,
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Figura 4. Estructura de la Tricolorina A.
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H
Me(CH3)4 m= G~ (CH,)qCOLH
e OAc
o = Me :H
HO o z
HOGH, AcO 6
HO ACOCHz
HO 0 AcO (o]
o
A o
HO OM B
o o]
OH mbaQ
Me 4 2
HO Omba
HO Me 0
OH AcO
AcO
OAc
Ac = MeCO~

Figura 5. Derivados de 1a Tricolorina A: Acido tricolérico (A) y peracetiltricolorina (B).

g) Estudios farmacolégicos.

Teniendo como antecedente etnomédico que algunas especies del género
Ipomoea se han ulilizado como polentes cataticos, laxanies o purgantes en la
medicinal tradicional mexicana (Linares et al.,, 1990; Martinez, 1953) y de estudios
farmacolégicos previos, los cuales reportan efectos antimicrobjanos (Beiber et al.,
1986; Calson et al., 1948), citotéxicos (Harrison et al., 1985), antitumorales (Beiber
et al., 1986; Sarin et al., 1973; Hartwell, 1968), antiespasmédicos (Pongprayoon et

al., 1989; 1991, Wasuwats, 1970, Gupta et al., 1967, Khana y Gupta, 1967),
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antinflamatorios (Ponprayoon et al., 1990), espasmogénicos y actividad oxitdcica
(Matin et al., 1969), se realiz6 una valoracion del potencial biologico de [pomoea
tricolor, especificamente de la Tricolorina A, demostrando un efecto inhibidor del
crecimiento de Staphylocaccus aursus (efecto antimicrobiano), la concentracion
minima inhibitoria es de 1.8 pg/ml. Este mismo compuesto present6 una
importante accién toxica para las larvas de Artemia salina, obteniéndose una
concentracion letal media (ClLy) de 18.2 ug/ml. Este glicolipido demostré un
efecto citotéxico significativo en un panel de lineas celulares cancerosas y la dosis
efectiva media (DEsp) para los cultivos de células de tumores mamarios y de
leucemia de muridos es de 2.2 ug/ml. Los derivados de la Tricolorina A (ac.
tricoldrico y peracetiltricolorina) no muestran ningtin efecto citotdxico, asociandose
entonces esta actividad con la presencia de la macrolactona y de las propiedades
hidrofilicas conferidas por los carbohidratos del producto natural. Ademas la
Tricolorina A presenta una accién moduladora sobre la actividad enzimatica de la
proteina cinasa C (PKC), la concentracién inhibitoria media (Cls) fue de 44.1
pg/mi (Pereda-Miranda ef al., 1993).
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Juslificacion y objetivos

Il. JUSTIFICACION.
Planteamiento del problema.

La evaluacion farmacolégica del género /pomoea ha sido poco estudiada,
considerando las principales propiedades curativas que se le otorgan a jpomoea
purga, . tyrianthina e |. stans, para el alivio de enfermedades gastrointestinales
(catartico, laxante) y, en especifico, su uso como abortivo e inductor del parto,
pueden ser afribuidas a la presencia de las resinas glicosidicas presentes en
estas especies, lo cual sugiere que otras especies del mismo género, como es la
Ipomoea tricolor, que contiene metabolitos similares presenten las mismas

propiedades.

Con el reciente aislamiento y purificacién del componente bioactivo mayoritario,
de la planta [pomoea tricolor denominado con el nombre trivial de Tricolorina A,
se ha podido valorar algunas propiedades biol6gicas como: citotoxicidad, efecto
sobre el crecimiento microbiano y tumoral , asi como el efecto modulador de la
actividad enzimatica de la proteina cinasa C (PKC). Sin embargo, ain no se ha
determinado su posible efecto sobre la actividad del musculo liso y, de esta
manera, correlacionar la actividad biolégica con las propiedades medicinales del

género /jpomoea.

Debido al restablecimiento de problemas gastrointestinales, asi como, al empleo

de estas plantas como abortivo y promotor del parto, el presente protocolo
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propone la evaluacion del potencial modulador de la actividad contractil de la
musculatura lisa mediante la acciéon de los constituyentes de las resinas del
género Ipomoea. De tal suerte que, resulta de gran interés el estudio preclinico
del nuevo compuesto, aislado de /pomoea tricolor, la Tricolorina A, y se pretende
correlacionar su accion biolégica en el ttero grdvido de rata , sustentando esta
posible actividad uteroténica en la informacién etnomédica sobre el empleo en la
medicina tradicional mexicana de varias especies del género /pomoea para
prevenir y detener embarazos (Gonzalez Elizondo, 1984; Castro Ramirez, 1988;

Matin ef al., 1969).
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ih. HIPOTESIS.

Con base en las propiedades catarticas de las resinas glicosidicas presentes
en el género /jpomoea y el uso como emenagogo de algunas especles. Es factible
que la Tricolorina A, componente bioactivo mayoritario de /jpomoea tricolor Cav.
(Convolvulaceae), presente un efecto modulador de la actividad contractil
espontanea del utero grdvido, produciendo un efecto excitador al promover las

contracciones uterinas.
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V. OBJETIVOS.

GENERAL.
Caracterizar el efecto de la Tricolorina A sobre la contractilidad uterina

espontanea de la rata en diferentes etapas de la gestacion.
SECUNDARIOS.

a) Probar diferentes concentraciones de la Tricolorina A y construir las curvas
concentracién-respuesta dei efeclo observado en diferentes etapas gestacionales

de! uUtero de la rata in vitro,

b) Comparar la potencia del efecto excitador de la Tricolorina A con el efecto

de ia oxitocina.
c) Determinar en que etapa de la gestacion, el titero es mas sensible al efecto

de la Tricolorina A, estableciendo la accién de este compuesto durante la

gravidez.
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V. METODOLOGIA.
a) Matorial bioldgico.
Se utilizé el Gtero gravido proveniente de ratas gestantes hembra aduitas de

la cepa Wistar, con un peso aproximado de 180-200 g. Los animales se

mantuvieron en un bioterio a una temperatura de 20-220C, bajo un ciclo de luz-
obscuridad de 12-12 hrs y alimentadas con purina 5001 y agua ad libitum.

La gestacion se determiné de la siguiente manera; se obtuvieron muestras del
exudado vaginal con una pipeta pasteur de punta roma que contenia una
solucién salina isotdnica al 0.9% (0.5 mi), la cual se introdujo en la vagina,
retirandola inmediatamente con un succionador de goma. La muestra fresca se
colocé en un portaobjetos y se observd en un microscépio dptico Zeiss,
utilizando el aumento de 10x (10/0,22). La diferencia en !a citologia vaginal sirvié
para identificar las diferentes fases del ciclo estral de la rata. Transcurridos dos
clclos estrales consecutivos, el primer grupo de animales se destind para los
bioensayos en la fase del proestro, caracterizado en el frotis por abundancia de
células basales (células redondas con nlcleos grandes y ausencia de
leucocitos), en esta fase estral cada hembra fue colocada con una rata macho
adulta de la cepa Wistar de un peso aproximado de 300 g, con la finalidad de
apareamiento, para obtener ratas gestantes de 5, 10, 15 y 20 dias, y de esta
manera cubrir todo el perlodo gestacional del animal (21 dias). El primer dla de
gestacion fue determinado por la presencia de espermatozoides en el frotis

(90% de los casos) o la presencia de abundantes leucocitos (un diestro
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aparente), ya que durante todo el periodo gestacional los leucocitos son
permanentes, considerando el primer diesfro como dia uno de |a gestaciéon. Un
segundo grupo de animales se destind para los bicensayos en la fase del estro,
diferenciado por la presencia en el frotis de abundantes células de descamacion
(células amorfas y ausencia de leucocitos). Esta etapa se caracteriza por la
presencia de niveles elevados en la concentracién de estrégenos (Hafez, 1970,
Austin y Short, 1972, De Alba, 1985).

Una vez cumplida la fase estral o la etapa gestacional requerida, los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical, posteriormente se obtuvé
el Utero mediante una incision en el abdomen y se procedié a hacer la
histerectomia. El Utero se colocé en una caja de Petri que contenia una solucion
Ringer (Krebs-Henseleit) cuya composicion fue la siguiente (en mM): glucosa
12.0, NaHCO3 25, NaCl 119, KCI 4.6, KHpPO4 1.2, MgS0O4 1.2, CaCly 1.6. La
solucién se mantuvo a un pH de 7.4, que se ajustd mediante burbujeo constante
de una mezcla gaseosa de 02-CO2 (95:5) y a una temperatura de 379C. Para
los casos de ratas en esfro y uteros gravidos de 5 y 10 dias, los cuernos
uterinos fueron cortados transversalmente en anillos de aproximadamente 1 cm
de longitud; para los casos de Uteros gravidos de 15 y 20 dias, donde el Utero se
encuentra bastante distendido (debido al crecimiento de los embriones), se
recurrid a un corte longitudinal a través del limen con el fin de sacar los

embriones y las placentas y utilizar segmentos uterinos longitudinales de
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aproximadamente 1 x 0.5 cm; los fetos de las ratas de 20 dias de gestacion

fueron sacrificados en una camara de éter.

b) Sistema de registro

Para este estudio se empled un sistema de registro isométrico vertical para
tejido aislado. Cada fraccion de tejido se colocd en una cdmara de incubacién, la
cual contenfa 10 ml de solucidn Ringer Krebs-Henseleit a la composicién antes

descrita, burbujeada constantemente mediante la mezcla gaseosa de 5 % de
CO2 en O2 con el fin de mantener el pH a 7.4 y a una temperatura de 370C

(mantenida mediante un bafio recirculador). En estas condiciones, el tejido en
cada cdmara, se sujetd de un extremo al piso de esta y del otro extremo a un
transductor de fuerza Grass Mod. FT 03C, el cual detectd las sefiales mecanicas
de las contracciones y las envi6 a un poligrafo Grass Mod. 79 de cuatro canales
(Fig. 6). La fuerza de tensidn empleada en el tejido fue de 10 mN (1 g), lo cual

corresponde a 2 cm de desplazamiento de la pajilla.
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o
I

Figura 8. Sistema de registro isométrico convencional para tejido aislado, A) Anillos uterinos,
B) Camara de incubacion (con sistema recilculador y de burbujeo de gas), C) Transductor y D)
Poligrafo.
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Después de un periodo del tension de aproximadamente 20 min, siguié un
periodo de 20-30 min para estabilizar al tejido a las condiciones in vitro, seguido
de un periodo de 10 min que fue considerado como control (100% de actividad
contractil), inmediatamente se adicion6 ei compuesto de prueba, registrando su

efecto durante 10 min para ser comparado con el control.

c) Experimentos con la Oxitocina.

Oxitocina, L- Cisleinil - L-tirosil - L- isoleucil - L-glutaminil- L- asparaginil- L-
cisteinil - L- prolil - L- leucinglicinamida ciclica (1—6) disulfuro 9 Cl, obtenida en
solucién Inyectable por los Laboratorios Pisa, México, conocida con el nombre
comercial de Oxitopisa, cada ampoyeta contiene 1 m! de hormona sintética a
una concentracion de 5Ul (Vademecum Farmacéutico, 1993).

Con la finalidad de obtener un punto de referencia {(control positivo) para
comparar la potencia de la Tricolorina A, al producir un efecto excitador en el
Gtero, se decidid construir una curva concentracién-respuesta de un compuesto
conocido con actividad uteroténica, como es la oxitocina (Caldeyro-Bercia y
Haller, 1961, Fuchs y Poblete, 1970; Harvey, 1975, Geenspon, 1988). Esta

hormona se disolvid en agua bidestilada, cuyc volimen final en la camara de
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incubacion fue de 0.1%, el cual no afecta al experimento y se ensayaron
diferentes concentraciones de manera no acumulativa, es decir, que cada
concentracién se prob6 en experimentos independientes (6.15, 12.40, 24.80 y
49.60 pM) en ratas en ostro. Esta etapa se eligié debido a que es bien conocido
que en la rata los receptores oxitocicos son dependientes de estrégenos (Soloff

y Swartz, 1974, Soloff, 1975, Alexandrova y Soloff, 1980 a, b, ¢.).

d) Experimentos con la Tricolorina A.

La Tricolorina A, 11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—»3)-O-u-L-{2-O-(2S-metilbutiril)-
4-0-2S-metilbutirit)}-ramnopiranosil-(1-2)-0-B-D-glucopiranosil-{ 1-»2)-3-D-
fucopiranésido del 4cido 11(S)-hidroxihexadecanoico-(1,3"lactona), fue
praporcionada por el Dr: Rogelio Pereda Miranda del Depto. de Farmacia de la
Division de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM, Se
ensayaron diferentes concentraciones, en forma no acumulativa, a los 5 dias de
gestacion (12.50, 25.00 y 50.00 uM}), y a los 10, 15 y 20 dias de gestacion (6.25,
12.5 y 25.00 pM). El compuesto de prueba fue disuelto en etanol absoluto a una
concentracion final en el bafo de 1.71x10-2 M para el disolvente utilizado como
vehiculo (esta concentracion no produce ningun efecto sobre la actividad
uterina), La actividad de! compuesto de prueba se evalué inmediatamente

después de los 10 min utilizados para registro del control (actividad espontadnea

30



Metodologla

del mismo tejido). También, el efecto del compuesto de prueba se ensayd
durante 10 min y su respuesta se compar6 con la generada por el contro! inicial

antes mencionado.

@) Evaluacién de los datos.
Se construyeron las curvas concentracion-respuesta en la etapa de estro
para la oxitocina (contral positiva) y en el Utero gravido de la rata para el
compuesto de prueba, la Tricolorina A. Se obtuvd la concentracion efectiva

media (CE,,) que representa la concentracion a la cual el compuesto de prueba

causa el 50% de excitaciobn maxima sobre la contraccién espontanea uterina.
Los limites de confianza y la pendiente de la recta se calcularon de acuerdo con
el método de Litchfield y Wilcaxon (1949).

La actividad contractil uterina se evalué porcentualmente midiendo el 4rea
bajo la curva mediante el uso de un planimetro digital TAMAYA Mod. Planix 6
(Fig.7). Los resuitados fueron cuantificados obteniendo las medias + desviacién

estandar (DE), basados en un niimero total de anillos/tejido uterino de n 2 6.

1
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Figura 7. Planimetro digital utilizado para medir el drea bajo la curva de la actividad
uterina.
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Resultados

Vi. RESULTADOS.
a) Experimentos con la Oxitocina.

Como era de esperarse, la oxitocina produjo un efecto excitador de la
contraccion espontanea del utero de rata en esfro (Fig. 8), el cual fue

dependiente de la concentracion,

o L LA

10 min. OXITOCINA (CEq)

Figura 8. Registro tipico del efecto excitador de la oxitocina (CE;=33 pM)
sobre la contraccidn esponténea de ratas cn la etapa de estro.
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Las diferentes concentraciones probadas de oxitocina se muestran en la
Tabla lll, donde se observa que el efecto excitador tiene una relacién linea!
dependiente de la concentracién, con estos datos se construyd la curva
concentracién-respuesta (Grafica 1) y, por interpolacién, se obtuvieron la
concentraciones efectivas para el 16, 50 y 84 % de respuesta, obteniendo
una concentracion efectiva media (CEsp) de 33 pM (Tabla IV). Se calcularon
los limites de confianza de la concentracién efectiva media y la pendiente de

la recta (Tabla V).

Tabla 1l. Porcentaje del efecto excitador de oxitocina en el Utero aislado de
rata en estro.

concentracion (pM) % Excitacién
n>6 + DE
6.156 9.93 +4.06
12.40 19.92 £ 6.37
24.80 35.40 £ 9.83
498,60 63.30+£56.16
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Gréfica 1. Curva concentracién-respuesta del efecto excitador de oxitocina sobre la
contraccién espontdnea uterina de ratas en esfro. Los puntos representan las medias

(n26) y las barras verticales la desviacién estindar (DE).

Tabla IV. Concentraciones efectivas del efecto de oxitocina sobre el utero

aislado de rata en estro.

CE ;5 (PM)

CE 59 (PM)

CE 3¢ (PM)

8.2

33

130*

Los valores fueron obtenidos por interpolacidn en la gréfica 1, segin el método de

Litchfield y Wilcoxon (1949).

*Valor tedrico obtenido por extrapolacion en la gréfica 1.
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Tabla V. Concentracion efectiva media de oxitocina sobre la contraccién
espontanea del ttero de rata in vitro.

CE 50 (pM) Limite inferior - Limite superior Pendlente

33 15.11 - 72.07 1.21

Valores obtenidos por el método de Litchfield y Wilcoxon (1949).
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b) Experimentos con la Tricolorina A,

Ei vehiculo utilizado para disolver ia Tricolorina A (Etanol 1.71 x 102 M)
no afecté la actividad contractil uterina. Por su parte, la Tricolorina A mostré
un efecto excitador sobre la contraccion espontanea del Utero gravido de la
rata a lo largo de todo el periodo gestacional (Fig. 9). El porcentaje del efecto
excitador para cada una de las diferentes concentraciones utilizadas se
muestra en la Tabla VI, donde se observa que este efecto sigue una relacién
li}neal dependiente de la concentracidn, (gréficas 2-5). Por interpolacién en
las curvas concentracién-respuesta se obtuvieron las concentraciones
efectivas para el 16, 50 y 84% de respuesta (Tabla VII) y a partir de las
respectivas concentraciones efectivas medias de cada periodo gestacional
se obtuvieron sus limites de confianza y la pendiente de la recta (Tabla Vill).
En la gréafica 6 se observa que la mayor pendiente corresponde a la curva
generada para los 15 dias de gestacidn en contraste con el efecto producido
a los 5 dias de gestacion.

La figura 10 muestra el efecto excitador de la Tricolorina A a las
concentracion efectiva CE g, CEgy ¥ CEg, sobre la contraccién espontanea
del Utero de rata a los 10 dias de gestacién, donde se observa el aumento
de la actividad contractil al momento de la adicién del compuesto. La CEg,
provoca un aumento de la frecuencia de las contracciones y la CEy, genera

un aumento del tono, la frecuencia y la amplitud de ias contracciones. Sin

37



Resultados

embargo, se observd que la amplitud de la contraccién disminuye una vez
que transcurren 20 min del ensayo y al cabo de 2 hrs disminuy6 hasta en un
60%; en contraste la frecuencia persisti6, aumentado el tono de la
contraccion. Al cabo de varios lavados el tejido uterino no recuper6 su
actividad contractil espontdnea y continuo deteriordndose con el transcurso

del tiempo.
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Figura 9. Registios tipicos del efecto excitador de la Tricolorina A (Tric. A)
sobre la actividad contrdctil espontdnes del Gtero aislado de rata gestante (5, 10, 15 y
20 dias), observando el efecto de las concentraciones efectivas medias (CEgq) para
cada perfodo gestacional: 51.2 uM, 13.0 pM, 13.0 uM, 13.2 uM, respectivamente, En
la parte superior se mucstra que el vehiculo utilizado: etanol (ETOH) no moditica la
actividad contractil.
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Tabla V1. Efecto de la Tricolorina A en diferentes dias de la gestacion sobre

la actividad espontanea del utero aislado de rata,

Dias de Gestacion Concentracion Porcentaje de excitaclén
(HM) n=6+DE
— 1250 6.10 1.31
S 25.00 30.80+4.20
50.00 47.97 + 10.56
6.25 14.15+4.04
10 12.50 54.31+6.72
25.00 69.12 +8.63
6.25 18.20+ 3.08
15 12.50 4160+7.14
25.00 83.40+6.05
6.25 18.30+ 5.86
20 1250 37.75+5.47
25.00 78.50+7.37
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Grafica 2. Curva concentracion-respuesta del efecto excitador de la Tricolorina A
sobre la contracion espontanea del Utero grivido aislado de rata de S dfas .
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Grifica 3. Curva concentracion-respuesta del efecto excitador de 1a Tricolorina A
sobre la contraccion esponténea del Utero gravido aislado de rata de 10 dias.
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Grifica 4. Curva concentracion-respuesta del efecto excitador de la Tricolorina A
sobre 1a contraccion espontanea del ttero gravido aislado de rata de 1S dfas.
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Gréfica 8. Curva concentracion-respuesta del efecto excitador de la Tricolorina A
sobre la contraccin espontdnea del dtero gravido aislado de rata de rata de 20 dfas.
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Gréfica 6. Comparacion de las curvas concentracién-respuesta del efecto excitador
de la Tricolorina A sobre la contraccién espontdnca del utero aislado de rata a
diferentes dias de gestacién: 5 (0), 10 (@), 15 (V) y 20 ( ¥ ) dias. Las barras
verticales representan la desviacion estdndar, Nétese la mayor pendiente para cl
efecto de la Tricolorina A alos 15 dias de gestacion.
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Tabla VII. Valores de las concentraciones efectivas (CE) de la Tricolorina A
a diferentes dfas de gestacion de! ttero de rata in vitro,

Dias de CE 16 (1M) CE 59 (uM) CE g¢(pM)
|___gestacién
5 16.00 51.20 165.00*
10 5.10 13.00 33.00*
15 6.00 13.00 27.00
20 8.00 13.20 31.00
Los valores fueron obtenidos por interpolacién en la grifica de acuerdo al método de

Litchfield y Wilcoxon (1949).
*Valor tedrico obtenido por extrapolacion en la grafica2 y 3.

Tabla VIll. Comparacién de las concentraciones efectivas medias de la
Tricolorina A en diferentes dias de la gestacion del utero de rata in vitro.

Dias de CE 59 (uM) Limites Pendiente
| ___gestaclén inferior-superior
5 51.20 24.85 -105.54 1.05
10 13.00 7.06 - 23.91 2.68
185 13.00 7.97 -21.24 346
20 13.20 7.72-22.57 3.22

Valores obtenidos segtn el método de Litchficld y Wilcoxon (1949).
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Figura 10, Efecto excitador de la Tricolorina A (Tric.A) a la CE 4 (A, 5.1 uM),
CE 4 (B, 13.00 pM) y CEy, (C, 33.00 uM) sobre la actividad espontnea del atero de
rata a la mitad de la gestacion (10 dfas).
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VIl. DISCUSION.

El compuesto Tricolorina A, aislado de /pomoea tricolor, mostré un efecto
excitador de la contractilidad uterina de la rata durante la gestacion. Este efecto
valida el uso etnomédico de algunas especies de! género /pomoea como
reguladoras de la contractiidad del mlsculo liso ie., laxantes catérticos y
emenagogos.

Al comparar el efecto excitador de oxitocina se encontré que fue
considerablemente mayor que el de la Tricolorina A. Esta diferencia puede estar
asiclada a la interaccion directa de la oxitocina con receptores especificos
presentes en la membrana de la célula miometrial (Soloff, 1875; Fuchs, 1983),
mientras que el mecanismo de accion del compuesto de prueba aln se
desconoce.

La menor potencia para producir su efecto uterotonico encontrada al inicio de
ia gestacién por la Tricolorina A podria estar relacionada con el aumento de los
niveles fisiolégicos de estrégenos (17 B-estradiol) y progesterona en plasma, ya
que estos niveles se incrementan a partir del dia 10 de la gestacién (Fajer y
Barraclough, 1967, Wiest et al., 1968; Yoshinaga et al, 1968, McCormack y
Greenwald, 1974; Murr et al., 1974; Pepe y Rothchild, 1974, Virgo y Bellward,
1975, Beard y Lamming, 1994)., Por lo tanto, estos resultados pueden ser

consecuencia de diferentes sitios de accion (receptores) para la Tricolorina A que
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inducen una excitacion uterina (oxitocicos i.e.; colinérgicos, serotoninérgicos y a
oxitocina) y que son dependientes de estrégenos (Soloff, 1975; Alexandrova y
Soloff, 1980a, b, c; Purves, 1974; Balton y Kitamura, 1983; Robson, 1954; ichida
et al, 1985). Es importante destacar que la poblacién de los receptores a
oxitacina y a estroégenos, tanto citoplasmaticos como nucleares, se incrementan
alrededor det umbral del parto (Alexandrova y Soloff, 1980a), lo cual puede sugerir
que alguna parte de la molécula del compuesto de prueba puede interactuar con
algunos de estos tipos de receptores, ya que se observo que a partir de la mitad
de la gestacion el compuesto induce un mayor efecto uteroténico.

La Tricolorina A mostré un efecto excitador transitorio, ya que se pudo
observar un deterioro paulatino de la amplitud de las contracciones con una
tendencia a que desapareciera la actividad espontdnea, lo cual apoya el hecho de
una accién ionofdrica, como ha sido propuesto para los glicésidos del género
Mememia (Kitagawa, 1989) y se ha sugerido para la Tricolorina A en su efecto
alelopdtico (Pereda-Miranda, 1994). Por fo que se postula, que este compuesto
podria actuar, en el utero, como un iontforo de calcio para aumentar la
concentracién intracelular de este ion y asl producir la contraccién del musculo liso
uterino, con un consecuente desequilibrio en la permeabilidad de la membrana

celular.
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Viil. CONCLUSIONES.

1. ElI compuesto Tricolorina A, aislado de /pomoea tricolor Cav.

(Convolvulaceae), presenta un efecto uterotonico durante la gestacion.

2. El incremento de la actividad contractil uterina inducido por la Tricolorina A
valida el uso popular conferido a las resinas de las convonvulaceas como agentes

abortivos.

3. Se propone que su efecto podria estar relacionado con los sitios de unién de

estrégenos y progesterona y/o con los receptores dependientes de estrégenos.

4. Después del efecto excitador de la Tricolorina A, se observé un deterioro de ia

actividad contractil con tendencia a abatir la actividad espontdnea, sugiriendo un

efecto ionoférico para este compuesto.
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