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RESUMEN

Desde épocas prehispanicas se han utilizado plantas medicinales en México;
aprovechando su gran diversidad vegetal y su amplia riqueza cultural. Su uso ha
promovido el estudio de metabolitos secundarios para el desarrollo de nuevos
tratamientos fitoterapéuticos; aumentando el interés en éstos ultimos, debido al
aumento en el costo de los medicamentos sintéticos y sus efectos adversos a la
salud. Existen diversos estudios en los cuales se han probado compuestos
derivados de hojas, flores, tallos, raices o frutos de plantas de diversos géneros que
presentan alguna propiedad farmacoldgica, para mitigar enfermedades como
cancer, hiperglucemia, isquemia, reumatismo, dolores de cabeza, inflamacién,
resfriados, indigestion, diarrea, enfermedades cerebrovasculares, pérdida de
memoria, etc. (Sook-Chun et al., 2008; Sheeja Malar et al., 2016; Yong-Jian et al., 2010).

Algunos estudios han reportado que especies del género Ipomoea presentan gran
cantidad de metabolitos secundarios, los cuales han sido ampliamente evaluados,
observando que tienen efecto sobre el Sistema Nervioso, ya que sirven como
sedativos, anticonvulsivos y se ha observado que disminuyen la activacion de las
células gliales. Por lo cual en el presente estudio se pretende determinar la actividad
de dos compuestos aislados de la glicoresina de Ipomoea tyrianthina evaluando su
efecto contra la inflamacion, estableciendo su actividad frente a la activacion de las
células gliales, la liberacion de mediadores pro-inflamatorios y sobre el estrés
oxidativo. Ademas, se pretende determinar la actividad antioxidante de los
compuestos para observar el grado de neuroproteccion que puede brindar frente a
la inflamacién inducida por lipopolisacéridos.




. INTRODUCCION

La evaluacién de extractos aislados de plantas ha permitido observar metabolitos
secundarios, que presentan actividad antioxidante y/o antiinflamatoria, permitiendo
la proteccion contra dafios neurodegenerativos frente a estrés oxidativo, ansiedad
y convulsiones, signos de enfermedades del Sistema Nervioso como Epilepsia,
Alzheimer, Parkinson, Esclerosis multiple y Huntington. El énfasis en el estudio del
desarrollo de estas enfermedades ha aumentado ya que actualmente se consideran
un problema de salud puablica a nivel mundial, debido a las consecuencias que se
presentan por la pérdida progresiva de neuronas y la consiguiente alteracion de las
funciones motora, sensorial y cognitiva. (Gonzéalez-Burgos et al., 2014; Nillert et al.,
2017; Sheeja Malar et al., 2016; Twinomujuni et al., 2016; Yong-Jian et al., 2010).

La neuroinflamacion es una caracteristica comun en diversas enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer y Parkinson) y en estados de dafio por isquémia; y
esta mediada por la activacion de las células gliales, principalmente de la microglia.
Existen diversos modelos en animales que permiten estudiar la activacién de la
microglia, utilizando agentes inflamatorios como lipopolisacaridos, interferén
gamma (IFNy) o por B-amiloide, en los cuales se puede observar la sobreproduccion
de citocinas pro-inflamatorias. Debido a la importancia que presenta la inflamacién
en el dafio y muerte neuronal, se han realizado investigaciones para determinar los
mecanismos de inflamacion, asi como la evaluacion de nuevos compuestos para el
desarrollo de tratamientos que tengan menos efectos adversos y que presenten
actividad con una dosis menor, evitando de esta manera la codependencia a
medicamentos sintéticos. Por lo que actualmente los compuestos aislados de
plantas son una alternativa importante, debido a que se ha demostrado que
presentan actividad antiinflamatoria, por su capacidad de inhibir la liberaciéon de
COX-2, INOS asi como evitar la produccion de citocinas, permitiendo de esta
manera estudiar nuevas estrategias prometedoras para el desarrollo de nuevos
medicamentos cuyos mecanismos de accion estén dirigidos a inhibir la activacion
de la microglia.




[.Il.  Sistema Nervioso

El sistema nervioso recibe la informacion del entorno a través de receptores
sensitivos y la transmite al encéfalo o a la médula espinal, en donde la informacion
sensitiva es procesada e integrada para iniciar la respuesta adecuada. Se divide en
Sistema Nervioso Central (SNC; encéfalo y medula espinal) y Periférico (SNP;
nervios que conectan al encéfalo y la médula espinal con estructuras periféricas),
en el cual existen dos clases principales de células:

Neurona: células especializadas en recibir informacién, transmitir impulsos e influir
en otras neuronas o tejidos efectores. Esta limitada por una membrana plasmatica
continua y consta de un soma o cuerpo neuronal (centro metabdlico) del que nacen
ramificaciones denominadas dendritas, estas se encargan de recibir sefiales de
otras neuronas o del entorno. Sin embargo, existe otra prolongacién denominada
axon de mayor longitud la cual transmite los impulsos a destinos mas alejados
(Haines, 2003).

Células gliales: proporcionan a las neuronas soporte estructural y mantienen un
microambiente adecuado, esencial para la funcion neuronal, suponen el mayor
namero de células del sistema nervioso, los tipos fundamentales de las células
gliales son:

e Astrocitos: se encargan del mantenimiento del entorno iénico extracelular,
secretan factores de crecimiento, son apoyo estructural y metabdlico para
las neuronas. Se encuentran por todo el sistema nervioso en contacto con
somas, dendritas y axones formando un revestimiento completo en las
superficies externas del SNC y alrededor de vasos sanguineos; los
astrocitos de la sustancia gris se denominan protoplasmicos y los de la
sustancia blanca fibrosos (Haines, 2003).

e Oligodendrocitos: su Unica funcion es la mielinizacion, que consiste en la
creacion de una vaina que rodea a los axones para aislarlos
electroquimicamente (Haines, 2003).

e Microglia: son las células inmunitarias efectoras del SNC y el tipo celular
mas importante de cuantos intervienen en la inflamacién. Al igual que los
macrofagos tienen la capacidad de convertirse en fagocitos, en
condiciones de dafio o lesion migran a la zona dafiada donde proliferan y
fagocitan los residuos celulares (Haines, 2003).
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Figura 1. Células del Sistema Nervioso Central (http://www.keywordsking.com)

[.IIIL Microglia

Estas células constituyen aproximadamente el 5-15% de la poblacion del Sistema
Nervioso Central, estan involucradas en la respuesta inmune, las cuales son
activadas en situaciones de estrés. Estudios realizados actualmente indican que
son necesarias para la neuroplasticidad adaptativa, el comportamiento y estan
encargadas de dirigir funciones homeostaticas modulando las respuestas inmunes,
reparativas y de crecimiento, ademas, en su forma activa se puede observar la
liberacién de factores neurotéxicos como: 6xido nitrico, prostaglandinas, citocinas
pro-inflamatorias (IL-1B, factor a de necrosis tumoral o TNF-a, etc.) y especies
reactivas de oxigeno (ROS) promoviendo de esta manera el proceso
neurodegenerativo que puede conducir al dafio neuronal y muerte. Las respuestas
a dafio estan mediadas por la liberacién neuronal de nucleétidos (UDP, ATP) y
neurotransmisores (glutamato, GABA y norepinefrina) provocando la activacién de
los microgliocitos los cuales migran hacia las zonas afectadas y en algunos casos
pueden sufrir cambios morfolégicos presentandose en forma ameboide (Cuenca-
Lépez et al., 2010; Kettenmann, 2011; Salemme et al., 2016; Wohleb, 2016).




Inflamacion

La inflamacion es la respuesta inicial, rapida e inespecifica del organismo ante
estimulos mecénicos, quimicos o microbianos controlada humoral y celularmente;
en la cual se puede observar vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular,
activacién/adhesion celular e hipercoagulacion. La vasodilatacién y el incremento
de la permeabilidad microvascular en el lugar de la inflamacion aumentan la
disponibilidad local de nutrientes y de oxigeno, produciendo calor, hinchazén y
edema tisular (Cuenca-Lopez et al., 2010; Garcia de Lorenzo et al., 2000; Reséndiz-
Hernandez et al., 2011; Wohleb, 2016).

La respuesta inflamatoria en el SNC se caracteriza por la activacion de la microglia
y astrocitos, los cuales permiten la expresion de mediadores inflamatorios clave
(citocinas, quimiocinas y prostanglandinas). Actualmente se han realizado diversos
estudios para contrarrestar estos cambios en el cerebro y de esta forma evitar un
dafio neuronal secundario. Diversos estudios en animales han evaluado agentes
toxicos inductores de la neuroinflamacion como son los lipopolisacéaridos, [3-
amieloide, acido kainico, etc. tanto en ensayos in vivo como in vitro, los
lipopolisacaridos (LPS) son utilizados para estimular la activacion microglial y de
esta manera evaluar su mecanismo de accion frente a los efectos producidos en la
inflamacion, lo que ha llevado a determinar que al inhibir la activacion de las células
gliales frente a estimulos de dafio en el cerebro, se podria prevenir la
neurodegeneracion la cual es un factor principal de diferentes enfermedades
(Cuenca-Lépez et al., 2010; Wohleb, 2016; Yuan et al. 2016).
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Mediadores inflamatorios

Citocinas

Engloban mas de 100 péptidos genética y estructuralmente diferentes que actian
uniéndose a receptores especificos sobre la superficie celular. Se agrupan en cuatro
grupos funcionales de acuerdo con el sitio o fase especifica de la respuesta inmune
en la que actuen, por ejemplo las citocinas pro-inflamatorias actian en la respuesta
inmune innata e inespecifica, asi como en la inflamacion. Las principales citocinas
gue actuan en el proceso de inflamacion son: interleucinas (IL) IL-1, IL-6, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B) todas ellas pro-inflamatlorias. Sin embargo, existen citocinas con actividad anti-
inflamatoria como la IL-10 (Cuenca-L6pez et al., 2010; Wohleb, 2016).

IL1: se produce en grandes cantidades como respuesta a infecciones o ante
cualquier tipo de lesion o estrés, siendo liberada en respuesta al TNF-a.
Presenta tres isoformas: IL-1a, IL-1 las cuales se liberan principalmente en
procesos neurotoxicos inducidos por agentes como: cainato,
lipopolisacaridos, etc. y después de un proceso isquémico. La isoforma IL-
1RA es inhibitoria ya que impide la unién de las dos anteriores a sus
receptores. El precursor de la IL-1a presenta actividad, mientras que el de IL-
1B es inactivo y requiere ser activado por la accion de la proteasa caspasa.
(Cuenca-Lépez et al., 2010; Wohleb, 2016).

IL-6: es una glucoproteina segregada por los macréfagos, células T, células
endoteliales y fibroblastos. Su liberacion esta inducida por la IL-1 y se
incrementa en respuesta al TNF-a. Se encarga de activar la formacién de
inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B y esta implicada en la
regulacion de la apoptosis neuronal (Cuenca-Lépez et al., 2010; Wohleb, 2016).

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a): sustancia quimica liberada por
células del sistema inmune cerebral, su regulacion es proporcional a la
expresion de IL-1 e IL-6. Constituye el principal mediador de inflamacion
induciendo una cascada de eventos celulares que culminan con la muerte
neuronal (Cuenca-Lépez et al., 2010; Wohleb, 2016).




Quimiocinas

Son una familia creciente de citocinas de menor peso molecular, que regulan la
actividad de la microglia, el trafico leucocitario, la quimiotaxis, afectan la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y permiten la migracion celular,
ademas de encargarse de la activacion y reclutamiento de células que permitan el
desarrollo de la inflamacion. Se ha demostrado que varias quimiocinas, como la
proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1), la fractalcina, la IL-8 y la proteina
inflamatoria de macréfagos1a aumentan en diversos modelos experimentales de
isquemia.

La fractalcina es expresada principalmente por las neuronas y regula la activacion
de la microglia a través de la uniébn a un receptor acoplado a proteina G,
denominado CX3CR1 neuronal (Cuenca-L6pez et al., 2010; Wohleb, 2016).

Ciclooxigenasa (COX)

La COX o prostaglandina-endoperoxido sintasa es un enzima que cataliza la
sintesis de prostaglandinas a partir del &cido araquidénico. Existen dos isoformas:

COX-1: se expresa en varios tipos celulares incluyendo la microglia y los
leucocitos durante el dafio cerebral neuronal (Cuenca-Lépez et al., 2010;
Wohleb, 2016).

COX-2: se expresa en neuronas excitatorias y en la mayoria de érganos,
siendo regulada por estimulos causados por los mediadores inflamatorios o
mitégenos. Estudios han demostrado que COX-2 se asocia con la produccion
de radicales libres y prostanoides toxicos (Cuenca-Lopez et al., 2010; Wohleb,
2016).

Se ha demostrado que la microglia sometida a estrés continuo experimenta
alteraciones en su funcion y morfologia, esto debido a la liberacién de patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPS) los cuales promueven la sefalizacién
(ATP, HMGB1, CX3CL1, vias noradrenérgicas) para activar la neuroinflamaciéon a
través del inflasoma NLRP3, dando como resultado actividad aberrante en las
neuronas y alteracion de la neuroplasticidad (Wohleb, 2016).
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Figura 3. Activacion del inflasoma NLRP3 proceso que da origen a las formas biol6gicamente
activas de IL-18 e IL-18.

Interacciones Neurona-Microglia

La neurona regula la funcién y morfologia de la microglia a través de factores
solubles (quimiocinas, citosinas y neurotransmisores) y mecanismos dependientes
de contacto (comunicacion reciproca), estas interacciones tienen un papel integral
en la homeostasis, ya que estudios han reportado que perturbaciones en esta
interaccidbn conduce a una neuroplasticidad dafiada, ademas de influir en
deficiencias en la memoria (Wohleb, 2016).
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Figura 4. Activacion de microglia (https://www.researchgate.net/Figure-1-Microglia-respond-
signals).
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Estrés oxidativo

Se le denomina estrés oxidativo al desequilibrio entre la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS)/nitrogeno (RNS) y la capacidad del organismo para
contrarrestar su accion por sistemas antioxidantes, diversos estudios sugieren que
la sobreproduccion de estas especies reactivas estan asociadas con diversas
enfermedades crénicas como cancer, cardiovasculares (ateroesclerosis),
neurodegeneracion y envejecimiento. Bajo condiciones fisioldgicas normales los
radicales libres son generados en procesos aerdbicos como es el caso de la
respiracion celular, en la activacion de fagocitos, durante actividad fisica intensa y
por la accion de contaminantes o toxinas como humo de cigarro, alcohol, radiacion
UV, pesticidas y ozono. Sin embargo ROS en bajas concentraciones representan
moléculas de sefalizacion que estan involucradas en la regulacion de la
proliferacion celular, apoptosis, expresion de genes y en la defensa contra cepas de
hongos y bacterias. Las altas concentraciones de especies reactivas lleva a la
oxidacion de biomoléculas, como es el caso de los lipidos (dafio membranas
celulares), proteinas (inactivacion) y ADN (mutaciones) (Pisoschi 2015).

Caracteristicas de las especies reactivas:

Peroxido de hidrogeno (H202): sintesis directa por algunas enzimas oxidasas (urato
oxidasa, glucosa oxidasa, D-aminoacido oxidasa). La accion directa de H20:2
involucra el ataque de proteinas haem, la inactivacion de enzimas y la oxidacion de
DNA, lipidos, grupos —SH. Es eliminado por la catalasa convirtiéndolo en H20.

Superoxido (O2"): es resultado de la reduccién de un electron del oxigeno por varias
oxidasas (xantina oxidasa, ciclooxigenasa, etc.), también puede ser formado en la
cadena transportadora de electrones en la mitocondria. Puede dismutarse
produciendo oxigeno molecular y peroxido de hidrogeno por enzimas de la familia
superoxido dismutasa

Oxigeno molecular (singlet) (1/2 O2): no es un radical libre es considerado una
especie oxigenada con alta reactividad.

Radical hidroxilo (OH): ha sido reportado como el radical con mayor poder oxidable
gue puede interactuar con moléculas organicas e inorganicas (DNA, proteinas,
lipidos, amino&cidos, azucares y metales)

Oxido nitrico endégeno es biosintetizado por L-arginina, oxigeno, NADPH, por
enzimas pertenecientes a la clase 6xido nitrico sintasa o por la reduccion de nitrato
inorganico, esta involucrado en la vasodilatacion y neurotransmision, es también
liberado por fagocitos (monocitos, macrofagos y neutréfilos) como resultado de la
reaccion del sistema inmune. Puede alterar la estructura de la hemoglobina, ruptura
de las cadenas DNA, oxidacion de proteinas. Puede reaccionar con el radical anion
superoéxido, produciendo la especie de nitrogeno mas reactiva y causante de mayor
dafio a la mayoria de las biomoléculas llamado peroxinitrato (ONOOH).




Especies reactivas de oxigeno y su dafio a biomoléculas:

Lipidos: dafio en las membranas celulares, los mas suceptibles a la oxidacion
(acidos grasos poliinsaturados, especialmente acido araquidénico y acido
docosahexaenoico los cuales liberan aldehidos reactivos malondialdehido y 4-
hidroxinonenal, reconocidos como marcadores de la oxidaciéon de lipidos, estos a
su vez pueden atacar a proteinas y perjudicar su funcion.

Acidos nucleicos: romper las cadenas y alteraciones en las estructuras de las bases
purinas y pirimidinas, llevando a las mutaciones DNA, gtodos los aminoacidos son
suceptibles a la oxidacion principalmente la cisteina y metionina, la mayoria de estas
oxidaciones son reversibles gracias a la actividad de las reductasas disulfuro

Proteinas: afectar oxidacion de la cadena lateral resultando en la perdida de la
actividad

Las fuentes endbgenas responsables de especies oxidantes han sido identificadas
en la mitocondria (cadena transportadora de electrones) y en las reacciones de
catalizador de la 6xido nitrico sintasa, fuentes no mitocondriales son en la reaccién
fenton, complejo enzimatico microsomal, citocromo P450, beta-oxidacion
peroxisomal y activacion de las células fagociticas.

Antioxidantes

El concepto bioldgico de un antioxidante se refiere a cualquier compuesto presente
a bajas concentraciones (comparado con el agente oxidante) capaz de retrasar o
evitar la oxidacion de un sustrato. Existen dos tipos de antioxidantes aquellos que
previenen la aparicion de especies reactivas y aquellos que bloquean o capturan los
radicales formados (Pisoschi 2015).

En las células la homeostasis Redox se mantiene por un sistema de defensa
antioxidante enddgeno el cual incluye la activacion de enzimas como la superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Ademdas existen compuestos no
enzimaticos que ayudan a mantener el equilibrio en las células como es el caso del
glutatién, ferritina, acido arico, coenzima Q y &cido lipoico. Sin embargo se ha
confirmado la presencia de antioxidantes exdgenos como es el caso de los
carotenoides, fenoles, la vitamina C y E presentes en frutas y verduras (Pisoschi
2015). Sin embargo otro sistema antioxidante importante de las células es
representado por los procesos de reparacidon que eliminan las biomoléculas
dafiadas antes de que su agregacion permita alteraciones en el metabolismo
celular, este consiste en la reparacion de los acidos nucleicos por enzimas
especificas, eliminacibn de proteinas oxidadas por sistemas proteoliticos y
reparacion de lipidos por fosfolipasas, peroxidasas o aciltransferasas. Otra
clasificacion de los antioxidantes es de acuerdo a su solubilidad: soluble en agua
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(flavonoides, acido ascorbico, acido urico, glutation) y liposolubles (carotenoides,
tocoferoles, ascorbil palmitato/estearato)

Los suplementos de antioxidantes pueden reducir el incremento de los niveles del
estrés oxidativo que no puede ser inactivado por las fuentes enddgenas, con la edad
en donde las fuentes enddgenas y los sistemas de reparacién no lo pueden
contrarrestar eficientemente. En la industria el termino antioxidante se refiere a un
compuesto que previene la degradacion oxidativa del cuacho y plasticos. En la
ciencia alimentaria para preservar los alimentos contra la ranciedad

Antioxidantes endogenos:
Superoxido dismutasa

Transforma el radical anion superoxido - H202. Existen tres tipos descritos en los
tejidos de mamiferos, SOD1.: presente en el citosol, SOD2, en la matriz mitocondrial
y SOD3, extracelular

Catalasa H202-> H20, es expresada en la mayoria de las células, 6rganos y
tejidos, sin embargo se pueden encontrar concenyraciones elevadas en el higado y
eritrocitos.

Glutation peroxidasa: reduce H202 e hidroperdxidos organicos a agua o alcoholes
correspondientes,

Glutation: reconocido como antioxidante o citoprotector, puede capturar peréxido de
hidrogeno, anion hidroxil y oxidantes clorinatados, se encuentra en niveles de 5-10
mM en la mayoria de los tejidos.

Acido urico presenta la capacidad de capturar radicales reactivos resultantes de
procesos nocivos como es la autoxidacion de la hemoglobina o la generacion de
peréxidos por los macrofagos, presenta una eficiente actividad contra oxigeno
molecular, radicales peroxil e hidroxil y protege la smembranas de los eritrocitos de
la peroxidacion lipidica, se encuentran mayores concentraciones en la barrera
hematoencefalica

Melatonina: se ha reportado su capacidad de contrarrestar especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (radical hidroxilo, radical anion superoxido y oxido nitrico) y es
un excelente protector contra el estrés oxidativo mitocondrial. Existen metabolitos
de melatonina AFMK (N(1)-acetil-N(2)formil-5-metoxiquinuramina) y AMK (N1-cetil-
5-metoxiquinuramina) los cuales dismunuyen las actividades y expresion de
enzimas pro-oxidantes (oxido nitrico sintasa)y pro-inflamatorias (ciclooxigenasa?2)

Antioxidantes exdgenos:

Acido ascorbico: es el mejor antioxidante hidrosoluble dotado con una gran
actividad, se oxida facilmente a acido dehidroascorbico. el L-enantiomero del acido
ascorbico (Vitamina C) esta involucrado en el mantenimiento vascular y en la
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integridad del tejido conectivo, en la absorcion del hierro, en la biosintesis del
colageno, neuroproteccion, hematopoyesis y en el funcionamiento de leucocitos.

La vitamina C cumple un rol esencial en el cerebro siendo cofactor de dopamina
beta-hidroxilasa y formando parte de la biosintesis de catecolamina, protege los
fosfolipidos de membrana del dafio oxidativoy se ha demostrado como un eficiente
captador de radicales libres (hidroxil, alcoxil y superoxido) en el cerebro, es el primer
antioxidante eficiente en plasma

Vitamina E (alfa-tocoferol): pelea contra la peroxidacion lipidica, ayuda en la
preservacion de las membranas

I.IV  Familia Convolvulaceae

La familia Convolvulaceae pertenece al grupo de las angiospermas, comprende
alrededor de 55 géneros, dentro de los cuales se enlistan aproximadamente 1650
especies en el mundo, son plantas lefiosas o herbaceas rastreras o erectas, en
ocasiones parasitas de otros vegetales. A menudo tienen hojas en forma de corazén
y flores infundibuliformes con colores brillantes, sin embargo, una de las
caracteristicas mas notable de esta familia es la existencia de células en su tejido
foliar o en sus raices que pueden secretar resinas glicosidicas (Carranza, 2007;
Castafieda-GOmez et al., 2013; Meira et al., 2012).

.V Geénero Ipomoea

El género Ipomoea se distribuye principalmente en los paises tropicales de Africa,
asi como en América central hasta el sur del continente, con aproximadamente 500-
600 especies, comprende el mayor numero de especies dentro de las
Convolvulaceae. Presenta diferentes usos principalmente con fines nutricionales (I.
batatas, |. aquatica, etc.), religiosos (I. alba, I|. purpurea, etc.), agricolas y
medicinales debido a sus actividades antimicrobianas, analgésicas, espasmoliticas,
espasmogénicas, hipotensoras, anticancerigenas, ademas debido al contenido de
alcaloides que presentan se ha utilizado como alucinégeno. México contiene un
gran numero de especies con importancia ornamental (I. murucoides contra
mosquitos), medicinal (I. stans tratamiento para convulsiones epilépticas),
nutricional y agricola ya que I. tricolor tiene como propiedad la fitotoxicidad, evitando
el crecimiento de malezas invasoras en cultivos (Leén-Rivera et al., 2011; Meira et al.,
2012).
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Figura 5. Diversidad floral de especies del
género Ipomoea (Alcantar-Mejia et al.,
2012).

Especies

I. aquatica

|. batatas

I. digitata

|. muricata

|. pes-caprae

|. asarifolia
I. cairica
|. campanulata

|. carnea

l. indica

I. murucoides
I. orizabensis
|. purpurea
I. stans

|. stolonifera

Usos tradicionales

Tratamiento de diabetes, antidoto para el veneno del escorpion,
diurético, purgante, para tratar debilidad, leucoderma, lepra, fiebre.

Tratamiento de tumores de boca y garganta. La decoccidn de las hojas
es usada como afrodisiacas, astringentes, bactericidas, fungicidas.

La raiz en polvo se usa como ténico, afrodisiaco, para la produccién de
leche materna y facilitar la expulsién de la bilis retenida en la vesicula
biliar. Decoccién de la raiz contra el estrefiimiento.

Tratamiento de enfermedades de la piel como heridas graves,
gangrenosas, cortaduras o ampollas debido a quemaduras. Para el
tratamiento de la faringitis.

Tratamiento para inflamaciéon. Las hojas (calientes) se usan para
heridas, infecciones de la piel, ampollas y picaduras venenosas.
Contra la picazon.

Tratamiento del reumatismo y para inflamaciones.

Antidoto contra el veneno de serpiente.

Contra el sindrome de inmunodeficiencia y para tratar la hipertension.

Purgante y para huesos rotos.

Infusién de hojas, corteza y flores para tratar inflamaciones y picaduras
de escorpion.

Como purgante y para tratar la fiebre abdominal, epilepsia, hidrocefalia,
meningitis y tumores.

Las infusiones son usadas como diuréticos, para detener hemorragias,
purgativo y para el tratamiento de sifilis.

Para inflamacién del rifion, enfermedades de los ojos, paralisis,
purgante, como agente antiespasmadico y sedativo.

Como diurético, para tratar el dolor después del parto, problemas
estomacales, hinchazén y heridas.

Tabla 1. Usos tradicionales de algunas especies de Ipomoea (Meira et al., 2012)
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La fitoquimica del genero Ipomoea se ha estudiado desde 1950, los constituyentes
biolégicos activos mas comunes de estas plantas son alcaloides (nortropeno,
ergolina e indolicidina), compuestos fendlicos, cumarinas, norisoprenoides,
diterpenos, isocumarinas, bencenoides, flavonoides, antocianésidos, glicolipidos,
lignano y triterpenos. En los dltimos afos el interés cientifico en estas plantas
aumento considerablemente, realizando reportes de sus propiedades quimicas y
farmacoldgicas. A pesar de esta gran cantidad de trabajos realizados aun existe un
campo amplio de investigacion futura en plantas parcialmente estudiadas (I.
operculata, 1. parasitica, |. involucrata, |I. hederacea, |. bahiensis) para la
identificacion de aislados bioactivos nuevos, asi como la comprensién de su
estructura-actividad (Meira et al., 2012).

Alcaloides (Ergolina)

Sustancia Actividad
Agroclavina Antimicrobiano y Citostatico
Hanoclavina Psicotropico y Psicotomimético

Psicotrépico, Psicotomimético, Vasoconstrictor, Hemostatico y
Uterotdnico
Alcaloides (Indolicidina)
Ipalbidina Analgésico y Antioxidante
2-epi-lentiginosina Inhibidor de la actividad de alfa-manosidasa en rata
Potente inmunomodulador antimetastéatico
Inhibidor de la actividad de alfa-manosidasa en rata

Ergometrina 6 Ergonovina

Swainsonina

Compuestos fendlicos
N-cis-feruloil-tiramina
N-trans-feruloil-tiramina Inhibidor de la sintesis de prostaglandinas
Acido cafeico Antioxidante y Antimutagénico
Hipoglucémico, Antimutagénico, Antioxidante e inhibidor de la

Acido clorogénico o
g replicacion del VIH

Cumarinas
Cumarina Citotéxico e Inmunoestimulante
Hepatoprotector , Espasmolitico, Inhibicién de la proliferacion del
Escopoletina cancer de prostata, Anticoagulante, Anti-VIH, Antioxidante e
Inhibidor de la acetilcolinesterasa
Umbeliferona Anticoagulante y Anti-VIH

Norisoprenoides, Diterpenos, Isocumarinas y Bencenoides

Actinidol Inhibidor del edema de la oreja de rata inducido por fenilpropilato

de etilo
Trans-beta-damascenona Antiespasmaodico
4-vil-guayacol Inhibicion de la sintesis de prostaglandinas
Triterpenos
Acetato de beta-amirina Antinociceptivo
Acetato de boehmerilo Estimulante de la ovoposicion de Cylas formicarius elegantulus
. . Antimicrobiano contra Staphylococcus aureus y Pseudallescheria
Friedelina boydii
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Escamonina 1

Escamonina 2
Ipomoesinas A-E
Orizabinas 1-4

Orizabinas 9-21

estansin 5

Tricolorina A

Glicolipidos
Citotoxicidad débil contra carcinoma epidermoide oral y contra el
estafilococo resistente a meticilina
Citotoxicidad débil contra carcinoma epidermoide oral
Citotoxicidad contra carcinoma ovarico
Laxante
Citotoxicidad contra carcinoma epidermoide oral, de colon, cervical
de células escamosas y de ovario.
Citotoxicidad contra carcinoma cervical y de ovario.
Fitotoxicidad, antibacteriano contra Staphylococcus aureus
citotoxicidad contra carcinoma de mama, colon, cervical y de
ovarico.

Tabla 2. Algunos compuestos bioactivos del género Ipomoea (Meira et al., 2012)

Escamonina

Figura 6. Estructura quimica del glicolipido escamonina (Meira et al., 2012)
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Resinas Glicosidicas

Se han encontrado gran diversidad de glicésidos en resinas del género Ipomoea,
los cuales son compuestos anfipaticos cuya fraccion hidrofobica estd compuesta
por agliconas de acidos grasos saturados con diferentes longitudes de cadena de 6
(acido caproico) hasta 18 (acido esteéarico) atomos de carbono, ademas se ha
observado que la mayoria contiene &cido jalapindlico y acido (11S)-
hidroxihexadecanoico los cuales forman un anillo de macrolactona. Su parte
hidrofilica estd compuesta por un azlcar o glicona, son principalmente
heteropolisacaridos. Las unidades de azucar que se encuentran en estos
metabolitos son D-glucosa y epimeros de pentosas L-ramnosa, D-fucosa, D-
quinovosa y D-xilosa, en forma de piranosa. (Castafieda-Gomez et al., 2013; Pereda-
Miranda et al., 2010).

f-o-Quinovosa p-o-Fucosa a-<-Ramnosa \
OH

0
HyC >
o -0 \ HC o "
o \/\ % N e O \ v s
HO HO HO -
OH OH HO OM

OH oM
H,C o \
X 0 \ 3
HO \/\ o—\ \/\ 0
HO HO
OH OH

B-0-Glucosa p-o-Xilosa

Carbohidratos comunes en las resinas ghicosidicas

Figura 7. Glucidos comunes de las resinas (Castafieda-Gémez et al., 2013)

Por otra parte los glicésidos de resina fueron clasificados en dos grupos en base a
su solubilidad en éter: jalapina (soluble) y convolvulina (insoluble). En la jalapina se
puede observar comunmente la estructura de una macrolactona compuesta por un
acido glicosidico acilado. Sin embargo, la convolvulina se caracteriza por acidos
organicos y acidos glicosidicos formados por la hidrdlisis alcalina de varios
glicolipidos mezclados (Le6n-Rivera et al., 2011; Pereda-Miranda et al., 2010).
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I[pomoea tyrianthina

Es una planta perenne tipo rastrera o enredadera, cuenta con una raiz tuberosa que
va desde 20 a 40 cm, tallo de 2 a 3 mm de didmetro y peciolos de 4 a 12 cm. de
longitud. Sus hojas son cordiformes con apice agudo o acuminado; las flores se
encuentran solitarias o dispuestas en cimas multifloras en las axilas de las hojas; su
corola es infundibuliforme de color rosado-purpura de 5 a 8.5 cm de longitud,
presentan frutos con 4 semillas de 4 a 5 mm de longitud de color café oscuro.

I. tyrianthina crece en la parte central y este de México localizandose en zonas de
pastizal, matorral xérofilo y bosque pino-encino. Es conocida cominmente como
‘raiz de escamonea”, "quiebraplatos", "manto de la virgen", "cuamoclit" en
diferentes estados de la Republica Mexicana. La raiz ha sido utilizada en la medicina
tradicional como purgante, sedante, antidepresivo, abortivo, hipotensor,
antimicrobiano, citotoxico; ademas para el tratamiento de dolores abdominales,
tumores, hidrocefalia, meningitis, trastornos renales y epilepsia. Diversos estudios
con esta especie han demostrado que los compuestos aislados de la jalapina de |I.
tyrianthina tienen actividad sobre el sistema nervioso ya que presenta un efecto
hipnético, ansiolitico y protector (Castro, 2011; Mirén-Lépez et al., 2007; Ledn-Rivera et
al., 2009; Ledn-Rivera et al., 2011; Ledn-Rivera et al.2014).

Clasificacion Taxonémica

Orden: Solanales
Familia: Convolvulaceae
Género: Ipomoea

Especie: tyrianthina

Figura 8. Ipomoea tyrianthina
(https://toptropicals.com/pics)
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.  ANTECEDENTES

Gracias a la diversidad de las glicoresinas en su estructura quimica se han podido
realizar un gran numero de estudios para identificar sus componentes y asi poder
determinar la actividad biolégica de cada compuesto. Algunos trabajos han
reportado que presentan actividad citotoxica, anticancerigena, purgativa,
hemolitica, antibacteriana, antifungica, reguladora del crecimiento de plantas y se
han demostrado efectos anticonvulsivos producidos por extractos organicos
solubles son los siguientes:

Chérigo et al. 2008. Aislaron 6 nuevos pentasacaridos denominados murucoidinas
VI-XI'y 7 compuestos ya conocidos (pescapreina lll, estoloniferina |, y murucoidinas
I-V) de resina de flores de Ipomoea murocoides. Se evaludé el potencial
antimicrobiano frente a cepas de Staphylococcus aureus que sobreexpresan la
bomba de eflujo de NorA MDR, en donde las murocoidinas |, VI y VII mostraron
actividad antimicrobiana, ademas todas las murucoidinas y la estoloniferina |
potenciaron fuertemente la accion de la norfloxacina contra esta cepa. Sugiriendo
que este tipo de oligosacaridos podrian desarrollarse adicionalmente para
proporcionar inhibidores para las bombas de eflujo de multiples farmacos.

Ledn-Rivera et al. 2014. Evaluaron la actividad anticonvulsiva y neuroprotectora de
estansin 6 un glicésido aislado de la raiz de Ipomoea stans. Inyectaron
intraperitonealmente &cido kainico a ratas para la induccion de convulsiones
observando el comportamiento tipico como sacudidas de perro y convulsiones
limbicas, ademas de una degeneracion y pérdida de células piramidales;
determinando este comportamiento semejante a la epilepsia de l6bulo temporal que
se presenta en humanos. El pretratamiento con estansin 6 inhibi6 las convulsiones
y la muerte en ratas inducidas por el &cido kainico a la misma dosis que ha sido
reportada para farmacos antiepilépticos como fenitoina, valproato y fenobarbital.
Ademas, no se presentd dafio hipocampal en los animales y disminuyo la actividad
astrocitica reduciendo la expresion de interleucinas (IL-18 y TNF-a) utilizadas como
marcadores proinflamatorios. Sugiriendo que los efectos anticonvulsivos del
estansin 6 son selectivos y probablemente puedan provocar una inhibicion de las
corrientes de Ca?* o blogueo de la neurotransmisién mediada por los receptores del
glutamato.

Jie-Hong et al. 2016. Aislaron dos glicésidos de la resina de Ipomoea cairica
denominados cairicosido A y cairicosido B, utilizando métodos espectroscopicos y
guimicos. Determinaron que ambos compuestos presentaban una fuerte actividad
inhibitoria para alfa-glucosidasa.
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Ledn-Rivera et al. 2016. Realizaron un estudio de la convolvulina de Ipomoea purga,
Ipomoea stans e Ipomoea murucoides, obteniendo seis nuevos glicésidos de resina
determinando sus estructuras mediante una combinacion de espectroscopia de
RMN y espectrometria de masas. Los compuestos encontrados fueron jalapinosido
B (1, nuevo glicosido de resina aislado de Ipomoea purga), acido purgico D (2),
acido estansoico A (3), estansina A (4, primer glicolipido heterodimero tipo éster
aislado de |. stans), &cido murucinico Il (5) y &cido estansinico | (6). Todos los
compuestos se sometieron a un ensayo citotoxico utilizando células cultivadas de
carcinoma de colon (HCT-15), cervical (UISO-SQC-1) y ovarico (OVCAR-5). Los
compuestos 1,2,3,5 y 6 mostraron un efecto discreto frente a la velocidad
proliferativa hacia las lineas celulares de cancer HCT-15 y OVCAR-5. Sin embargo,
fue el compuesto 4 el que mostro una mayor actividad contra OVCAR-5, pero mostro
menos citotoxicidad contra HCT-15y UISO-SQC-1. Ademas, el compuesto 1 mostro
una actividad antiproliferativa sobre las células tumorales de glioma C6 y RG2.

Se han reportado diversos metabolitos secundarios obtenidos de la resina de
Ipomoea tyrianthina, lo cual ha aumentado el interés en el desarrollo de nuevas
investigaciones que permiten determinar la actividad biol6gica de los compuestos.
En donde se han reportado que los glicolipidos, tetrasacaridos, etc. presentan
diversos efectos contra convulsiones, bacterianas causantes de enfermedades, etc.
como a continuacion algunos autores lo reportan:

Mirédn-Lépez et al. 2007. Aislaron seis glicolipidos ya conocidos y siete nuevos
glicésidos tetrasacaridos (tiriantinas 1-7) de Ipomoea tyrianthina. Se estudiaron los
glicésidos de la resina obtenida de las raices, las cuales fueron colectadas en tres
regiones diferentes (Puebla, Morelos y Distrito Federal) observando que la
composicion quimica del extracto fue idéntica en temporada de floracién o de seca
para la misma localidad; sin embargo, la composicién de los glicosidos se ve
afectada de acuerdo a la localidad de crecimiento. Identificaron que las estructuras
moleculares de las tiriantinas eran muy similares a los glicolipidos aislados de la
raiz Ipomoea stans, los cuales habian mostrado actividad en el sistema nervioso
central (SNC) de raton. Por lo cual examinaron la actividad de tres compuestos
(tiriantina 6, escammonina | y escammonina Il) en el SNC de raton. La
administracion intraperitoneal de tiriantina 6 en ratones presentd actividad
antidepresiva; ademas observaron que tiriantina 6, escammonina | y escammonina
Il permitian la proteccién (dependiente de la dosis) contra convulsiones inducidas
por pentilenotetrazol. Ademas, tiriantina 6 y escammonina | producen un efecto
relajante en las contracciones espontaneas del ileum en rata.
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Ledn-Rivera et al. 2008. Realizaron un estudio de la raiz de . tyrianthina aislando
cuatro nuevos tetrasacaridos parcialmente acilados del acido 11-
hidroxihexadecanoico a los cuales se les denomino: acido tiriantinico |, &acido
tiriantinico |, tiriantina VIII y tiriantina IX. Todos los compuestos mostraron tener
actividad contra Mycobacterium tuberculosis. Ademas, los cuatro fueron evaluados
para observar su actividad citotoxica usando lineas celulares de carcinoma
nasofaringeo, colon, cervical y ovarico; en donde pudieron identificar actividad
Gnicamente con la linea celular de carcinoma nasofaringeo. Asimismo, evaluaron la
actividad de los compuestos en ratdon observando que aumentaban la latencia y
duracion de la hipnosis inducida por pentobarbital, protegen contra convulsiones
inducidas por pentilenotetrazol y aumentan la liberacion de &cido glutdmico. La
administracion de Tiriantina VIl y IX en rebanadas de cerebro de raton indujeron al
incremento de GABA.

Ledn-Rivera et al. 2009. Estudiaron la resina glicosidica contenida en la raiz de |.
tyrianthina de donde aislaron y caracterizaron dos nuevos glicolipidos
heter6dimeros tipo éster: tiriantina A y B, los cuales mostraron un efecto
vasorelajante significativo en el endotelio intacto del arco aortico. Los resultados
indicaron que los compuestos (tiriantina A y B) producian su efecto vasorelajante a
través de factores derivados del endotelio como la ciclooxigenasa, factor
hiperpolarizante (EDHF) y la via 6xido nitrico sintasa. Determinaron a través de un
bioensayo en rebanadas de cerebro de ratdn, que tiriantina A y B incrementaban la
liberacion de GABA y de acido glutamico, efecto similar a lo observado en
glicolipidos tetrasacéaridos aislados de |. stans. También determinaron que estos
compuestos presentaban actividad antimicrobiana deébil, sugiriendo que este
comportamiento se debe al aumento del peso y complejidad molecular de los
glicolipidos.

Ledn-Rivera et al. 2011. Evalué los efectos producidos por la convolvulina de la raiz
de I. tyrianthina en el sistema nervioso central. Observando que al utilizar
pentilentetrazol inductor de convulsiones no existi6 ninguna proteccion en los
ratones, sin embargo, al administrar pentobarbital sédico inductor de hipnosis
incrementaba la latencia y duracién de la hipnosis. También determinaron que
existia un efecto vasodilatador significativo dependientes de la concentracion y del
endotelio en el aislado de aorta en rata, pero no existié una inhibicion significativa
de las contracciones en el ileon, colon y yeyuno. Ademas, indicaron mediante un
ensayo citotoxico que el compuesto presentaba actividad contra la linea celular KB
del carcinoma nasofaringeo.
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Castro-Garcia 2011. Realiz6 un ensayo in vitro de dos compuestos aislados de I.
tyrianthina, acido tiriantinico Il y tiriantina | observando que el efecto de estos
aumentaba la liberacion y concentracion de GABA. Asimismo, determino el posible
mecanismo de accion del acido tiriantinico Il y tiriantina | sobre el sistema
GABAEérgico analizando tres vias: despolarizacion asociada al flujo de iones (NA* /
Ca?" extracelulares al medio intracelular, bloqueo del receptor GABAB e inhibicion
de la recaptura de GABA. Determinando que tiriantina | se vio totalmente modificada
en ausencia de sodio ya que disminuy0 su efecto, lo que indica una dependencia
de la actividad del compuesto por la presencia de sodio extracelular, por lo cual se
sugirié que tiriantina | podria estar modificando la actividad de GAT o la funcion del
canal de sodio. Por otra parte al realizar las pruebas con el &cido tiriantinico Il se
pudo observar dos efectos sobre el sistema GABAérgico: uno sobre la actividad del
transportador de GABA (GAT) a nivel neuronal y glial, en donde el &cido tiriantinico
Il afecta de alguna forma el mecanismo de recaptura ya sea inhibiendo o activando
su funcién reversa. Y la segunda afectando la actividad reguladora del receptor
GABAB&, donde el &cido tiriantinico Il pudiera competir por el sitio de unién a GABA.

Ledn-Rivera et al. 2014. Aislaron y purificaron al acido tiriantinoico ya conocido y 7
nuevos glicolipidos denominados: 4cido tiriantinico lll, IV, V, V1 y tiriantinas C, D y E.
Experimentos en ratones determinaron que las tiriantinas C, D y E; no presentaban
ninguna actividad protectora contra las convulsiones inducidas por pentilentetrazol
sin embargo protegian parcialmente a los animales contra la muerte. Ademas, se
observd un efecto sedativo y un incremento en la liberacion de GABA
(principalmente por tiriantina C). De igual forma se pudo observar un efecto
vasorelajante en el arco aértico dependiente de la concentracién y del endotelio.

Noda et al. 1990. Aislaron de la raiz de Convolvulus scammonia dos compuestos:
escamonina | y escamonina ll. Filtraron la raiz con metanol dividiendo el extracto en
éter y agua. La porcion soluble en éter se someti6 sobre Sephadex LH-20 y
cromatografia en columna de gel de silice, purificAndola por HPLC preparativa
repetitiva, para proporcionar los dos glucésidos de resina.

Castro-Garcia 2017. Evaluaron dos compuestos escamonina | y tiriantina C aislados
de I. tyrianthina en un modelo convulsivo en ratones utilizando pentilentetrazol.
Observaron que el pretratamiento con estos compuestos presentaba un efecto
anticonvulsivo dosis dependiente, donde disminuian las convulsiones asi como su
severidad, ademas gue se alargaba el tiempo de latencia. Determinaron que la dosis
de 80 mg/Kg de escamonina | tuvo mejor efecto neuroprotector. Sugiriendo que
ambos compuestos presentaban actividad antiinflamatoria ya que el edema
intersticial y la gliosis disminuia en los ratones tratados previamente con
escamonina | y tiriantina C, evitando de esta manera la neurodegeneracion y asi
mismo manteniendo la viabilidad neuronal cortical.
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lIl.  JUSTIFICACION

La inflamacion se ha propuesto en diversos estudios como un factor critico de la
patogénesis de diversas enfermedades neurolégicas como Epilepsia, Alzheimer,
Parkinson y Esclerosis mdltiple, en las cuales existe una liberacion de citocinas en
el cerebro que junto con el 6xido nitrico y las especies reactivas de oxigeno (ROS)
generan un dafio neuronal. Actualmente la bldsqueda de nuevos tratamientos
fitoterapéuticos ha incrementado, debido a que los medicamentos sintéticos
provocan un aumento paulatino de la dosis, asi como la dependencia a estos; por
lo cual la busqueda de nuevos metabolitos secundarios que actien sobre la
liberacion de citocinas y ROS son considerados como una alternativa clave para la
prevencion de la neurodegeneracion en enfermedades del Sistema Nervioso
Central.

En el presente trabajo se pretende determinar si escamonina | y el compuesto
aromatico presenta actividad antiinflamatoria y antioxidante, estableciendo su
mecanismo de accion contra las concentraciones de los mediadores pro-
inflamatorios y frente al estrés oxidativo, proporcionando de esta manera un mayor
conocimiento de los distintos metabolitos secundarios de plantas con accion contra
la neurodegeneracion, lo cual podria permitir el disefio de nuevas opciones
farmacoldgicas para contribuir a un mejor tratamiento.
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IV. HIPOTESIS

Los compuestos aislados de Ipomoea tyrianthina inhiben la activacion de las células
gliales, disminuyendo de esta manera las concentraciones de mediadores pro-
inflamatorios y el estrés oxidativo, lo cual disminuira el proceso inflamatorio en
rebanadas de cerebro de raton.

V. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar el efecto in vitro de escamonina | y el compuesto aromatico aislados de
Ipomoea tyrianthina sobre la activacion de las células gliales inducida por
lipopolisacéaridos en cerebro de ratén.

Objetivos particulares:

e Establecer un modelo in vitro de neuroinflamacién inducido por
lipopolisacéaridos en rebanadas de cerebro de raton.

e Determinar el efecto de los compuestos sobre la liberacion de mediadores
pro-inflamatorios, inducida por lipopolisacéaridos.

e Identificar el efecto de los compuestos sobre la activacién de las células
gliales inducida por lipopolisacéridos.

e Determinar el efecto de los compuestos sobre el estrés oxidativo, inducido
por lipopolisacéridos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental

Se utilizaran ratones (Mus musculus) cepa CD-1 con un peso entre 20-30 g.
proporcionados por el bioterio del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (IBT-UNAM). Todos los experimentos se realizaran
de acuerdo con el Reglamento Federal de Experimentacion y cuidado animal (NOM-
062-Z00-199, México).

Compuesto aromatico y Escamonina |

Fueron proporcionados por el Dr. Ismael Leén Rivera del Centro de Investigaciones
Quimicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos (CIQ-UAEM).

Ensayos de liberacién de mediadores pro-inflamatorios

Para determinar la presencia de mediadores pro-inflamatorios en cerebro de ratén
se realiz6 un analisis de cerebros incluidos en parafina los cuales fueron obtenidos
de un experimento previo realizado dentro del grupo de investigacion; en el cual el
M. en B. Manuel Castro llevdé a cabo una evaluacion del efecto anticonvulsivo y
neuroprotector de escamonina con diferentes dosis en un esquema agudo (30
minutos pre-tratamineto, 40-80-120 mg/kg) en un modelo de convulsion con PTZ
(70 mg/kg).

A continuacion el tejido fue seccionado en serie en un micrétomo, del cual se
obtuvieron cortes sagitales de cerebro de aproximadamente 5-6 um de grosor, cada
corte fue colocado en un bafio de flotacidbn y posteriormente colocados en
portaobjetos, posteriormente se realizé el estudio inmunohitoquimico en el cual las
muestras se incubaron con los anticuerpos primarios Anti-IL1-3, Anti-TNF-a y Anti-
IL-6, finalmente cada preparacion fue analizada mediante microscopia 6ptica, para
detectar las células inmunorreactivas para las citocinas anteriormente
mencionadas.
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Los experimentos de liberacion de mediadores pro-inflamatorios se realizaran in
vitro, mediante un sistema de incubacion como a continuacion se describe:

1. Obtencién de rebanadas de cerebro

Los ratones seran sacrificados por dislocacion cervical para proceder con la
diseccion del cerebro sobre una placa de hielo triturado. Posteriormente, una vez
extraido el cerebro, se realizaran cortes sagitales para la obtencién de rebanadas
de cerebro (250-300 pum de grosor) con una navaja de rasurar y un cubreobjetos
de guia. Se incubaran en 2 ml de buffer Krebs-Ringer modificado (medio basal)
a un pH de 7.4 y se mantendran a 4°C en constante aireacion por no mas de 5
minutos (Gutiérrez y Delgado, 1989; Abarca, 2000).

Reactivos Medio basal
NacCl 118.0 mM
KH2PO4 1.18 mM
KCI 4.7 mM
CaCl2 2.5 mM
MgSO4 1.18 mM
C4H11NO3 20.0 mM
Glucosa 5.6 mM

Tabla 3. Composicién del Buffer Krebs-Ringer (Abarca, 2000)

Las rebanadas de cerebro de ratdén se aclimataran en un vial con medio basal
(Krebs-Ringer modificado) durante 10 minutos en constante aireacion a 36°C, lo
cual simulara las condiciones fisioldgicas del tejido. Después los tejidos se
colocaran en viales con 2.0 ml de medio basal en constante aireacién a 36°C.

2. Liberacién de mediadores pro-inflamatorios

Posteriormente se preparardn las condiciones de trabajo: control vy
experimentales. Los ensayos control negativo valorardn las condiciones sin
estimulo (basales) y con estimulo (Lipopolisacaridos) en presencia de
H20/MeOH; ademas, se estableceran dos controles positivos usando farmacos
antiinflamatorios que inhiben la liberacion de IL-18 y TNF-a (Anakinra y
Etanercept, respectivamente). Las condiciones experimentales se prepararan de
la misma forma que los ensayos basales, pero adicionando escamonina | a
diferentes concentraciones. Permitiendo de esta manera evaluar el efecto de
escamonina | sobre los mediadores pro-inflamatorios.
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Condiciones control:

Control:

a) H20/MeOH (vehiculo)
b) Medio basal
Control Negativo:

c) Lipopolisacaridos a dos concentraciones 5 ng/mly 5 pg/ml,
Escherichia coli 0111:B4, Sigma (Landry et al., 2012)
Control Positivo:

d) Anakinra (IL-1B) Sug/ml (So et al., 2007) + Lipopolisacaridos

e) Etanercept (TNF-a) S5ug/ml (Li et al., 2016) +
Lipopolisacaridos
Condiciones experimentales:

a) Escamonina | a diferentes concentraciones (5,10 y 20 pg/ml)
b) Escamonina | (pretratamiento 5 min antes) + Lipopolisacaridos
c) Escamonina | + Lipopolisacaridos

Tabla 4. Condiciones experimmentales

3. Medicion de mediadores pro-inflamatorios

Las condiciones experimentales se trataran en diferentes tiempos (5, 30 y 60
minutos) en los cuales se obtendrd el sobrenadante de las muestras para
determinar las concentraciones de mediadores pro-inflamatorios en estas,
mediante un ensayo inmunoenzimatico (RAB0271 Sigma Mouse IL-13 ELISA Kit,
RABO0477 Sigma Mouse Tumor Necrosis Factor a ELISA Kit), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Koshinaga et al., 2000).
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Ensayo inmunohistoquimico

Se observara mediante un analisis inmunohistoquimico de cortes sagitales de
cerebro de raton la activacion y posibles alteraciones de las células gliales durante
la neuroinflamacion.

Las rebanadas de cerebro de ratdon se lavaran con PBS (dos veces durante 5
minutos), se incubaran en citrato de sodio 0.1 M (pH 6) en un bafio de agua durante
30 minutos y se aclararan tres veces en buffer PBS durante 5 min. Para bloquear la
actividad de la peroxidasa enddgena, las secciones se incubaran en peroxido de
hidrogeno al 3% durante 30 min, se lavaran en PBS (dos veces durante 5 min.) y se
incubaran en 1% de albumina de suero bovino durante 1 hora.

Después de dos lavados consecutivos con PBS, las secciones se incubaron durante
toda la noche a 4°C en PBS-BSA que contendra los anticuerpos primarios GFAP
(sigma), integrina aM- CD11b (sigma), IL-18 (Monoclonal Anti-IL1B antibody
produced in mouse clone 2A8, Sigma) o TNF-a (Anti-Tumor Necrosis Factor-a
antibody produced in mouse clone 45418.111, sigma) a una diluciébn 1:100.
Posteriormente de lavar nuevamente con PBS, se incubara con anti-IgG biotinilado,
luego con estreptavidina peroxidasa y finalmente se incubaran con peréxido de
hidrogeno-diaminobencidina. Las secciones se contrastaran con hematoxilina. Por
altimo se analizara el nUmero de células activadas (Aguirre-Moreno et al., 2013; Nillert
et al., 2017).
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Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo de DPPH

El 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) es un oxidante que tiene en su estructura un
electron impar el cual es estable en metanol, este compuesto tiene la capacidad
de aceptar atomos de H proporcionados por algun antioxidante. Este método se
basa en la espectrofotometria, debido a que el DPPH presenta una coloracion
purpura la cual cambia a amarillo cuando pasa a su forma reducida
(difenilpicrilhidracina) al tener contacto con el antioxidante (Figura 9)(Dawidowicz et
al. 2012; Thanh et al. 2017; Sharma & Bhat 2009).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figura 9. Reaccion del DPPH en presencia de un compuesto antioxidante.

El ensayo se realiz6 en placas de ELISA de 96 pozos en los cuales se afiadieron
200 pL de solucion de DPPH a una concentracion de 0.1 mM y 50 L de la muestra
(escamonina, extracto convolvulina y compuesto aromatico). Se usaron como
blanco de solventes agua destilada y metanol, el DPPH fue tomado como control
positivo y como control negativo se utilizé acido ascérbico (referencia estandar) a
una concentracion 11.8 pM (ICso). Los compuestos estudiados y el extracto
convolvulina se analizaron a diferentes concentraciones 40, 80, 160, 320, 640,
1280y pg/mL. Se utilizaron como solventes agua destilada y metanol de acuerdo
a las caracteristicas de la muestra como se describe en la Tabla 5, el ensayo se
llevé acabo a temperatura ambiente y en oscuridad, incubandose durante 30 min.
Después de esto se realiz6 la lectura de la absorbancia a 517 nm usando un
espectrofotometro, las pruebas se realizaron por triplicado (Oluwayinka et al. 2018;
Padmapriya et al. 2017; Sharma & Bhat 2009).
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Muestra Solvente
DPPH Metanol
Acido ascorbico Agua destilada
Escamonina 20% Metanol 80% Agua
destilada
Extracto convolvulina 20% Metanol 80% Agua
destilada
Compuesto aromatico 20% Metanol 80% Agua
destilada

Tabla 5. Compuestos y disolventes.

El porcentaje de inhibicion de radicales libres de los compuestos y el extracto en
DPPH se determiné mediante la siguiente formula (Padmapriya et al. 2017):

Abs control — Abs test| *100

% Inhibicion=
Abs control

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizard mediante el programa GraphPad
Prism Software. Se utilizar4 un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la
significancia entre los resultados, considerando como diferencias estadisticamente
significativas si el valor de p es <0.05 (Salemme et al., 2016).
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Resultados Preliminares

Se realizé la evaluacion inmunohistoquimica a tres secciones del tejido cerebral de
los ratones de estudio; 1) corteza, 2) hipocampo (giro dentado GD, CA1y CA3) y
3) cerebelo (Figura 9) para determinar la expresion de interleucinas pro-
inflamatorias ((IL1-3, TNF-a e IL-6).

Figura 10. Regiones de estudio de tejido cerebral con vehiculo A) Cerebelo,
B) Hipocampo y C) Corteza, observando que las neuronas del tejido no
presentan expresion de interleucinas pro-inflamatorias (IL1-3, TNF-a e IL-
6) 40X.

En esta fase experimental se analizaron las tres dosis de escamonina | identificando
gue la concentracion de 120 mg/Kg presenta un efecto neurotoxico debido a que se
observaron células reactivas a las interleucinas pro-inflamatorias (IL1-B, TNF-a e
IL-6), asi como dafio severo, esto se sugiere debido a la presencia de células
picnéticas y edema intersticial (Figura 10). Sin embargo al realizar la comparacion
con las células neuronales de las dosis bajas (40 y 80 mg/Kg) y el vehiculo, no se
identificé ninguna de las caracteristicas mencionadas anteriormente.




Figura 11. Escamonina | 120 mg/Kg, inmunohistoquimica de Giro
Dentado con flechas rojas se sefialan células reactivas para la IL1-
v con circulos verdes alaunas zonas con presencia de edema. 100X.

Por otra parte al observarse las laminillas con el tratamiento del agente
convulsivante PTZ se identificé que las caracteristicas de las neuronas eran muy
semejantes respecto a lo reportado por el grupo de escamonina | 120 (Figura 11).
Al compararse las 3 regiones para poder identificar la zona en la cual podria
identificarse mayor dafio por la administracién de PTZ, se obtuvo como resultado
que el hipocampo presentd mayor inmunorreactividad para los anticuerpos
especificos de IL1-B, TNF-a e IL-6 (Figura 12); principalmente en las secciones de
giro dentado, CA1 y CA3. Sin embargo al analizar las otras dos secciones
consideradas para el estudio se observé que existia menor cantidad de células
reactivas en corteza, y en el caso de cerebelo no se presentd expresion de ninguna
de las tres citocinas (Figura 13).

Figura 12. Inmunorreactividad anti-TNF-a en A)
Laminilla con PTZ y B) Escamonina | 120
mg/Kg 40X.




Figura 13. Giro dentado dafiado por PTZ en donde se observan
neuronas con inmunorreactividad para IL-6 (B), TNF-a (C) e
IL1-B (D), se puede observar en (A) la presencia del vehiculo en
el cual no se identificaron células reactivas para los anticuerpos
de las interleucinas oroinflamatorias 40X.

Figura 14. Cerebelo sin presencia de células reactivas para
anticuerpos IL1- (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) 40X.




No obstante dentro de las 5 regiones del hipocampo (GD, CAl, CA2, CA3 y CA4)
las zonas que presentaron una mayor densidad de marca en la evaluacion de las
citocinas fueron el giro dentado, CA1l y CA3, en las cuales ademas se pudieron
observar mayor cantidad de zonas con edema intersticial (Figura 14).
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Figura 15. Secciones de Hipocampo con dafio por PTZ. A)
células CA3 reactivas anti- IL1-B, B) células CAl reactivas
TNF-a y C) células giro dentado anti-IL-6 40X.

De acuerdo a estos resultados se llevo acabo el analisis de las muestras con el co-
tratamiento de PTZ y escamonina | (Unicamente con las concentraciones de 40 y 80
mg/Kg), mientras el grupo con PTZ incrementa la presencia de células reactivas a
las citocinas, se pudo observar un efecto contrario en las laminillas de los ratones
que recibieron un pre-tratamiento con escamonina |, en las cuales la respuesta al
estimulo de dafio provocado por PTZ fue menor, dado a que este matabolito
secundario parece haber prevenido el efecto neurotéxico del agente convulsivante,
ya que se pudieron observar mayor numero de células con nucleos definidos, menor
cantidad de células reactivas a los anticuerpos de las interleucinas y en donde el
edema intersticial disminuyo significativamente al observarse en el microscopio
(Figura 15y 16).




Figura 16. Comparacion de la Region CAl
con PTZ (A y B); y del co-tratamiento de
PTZ-Escamonina | (C y D) utilizando el anti-
IL1-8, Ay D 40X; By C 100X.

Figura 17. Comparacion de la Region CA3
con PTZ (Ay B); y del co-tratamiento de
PTZ-Escamonina | (C y D) utilizando el anti-
IL1-R, Ay D 100X; B y C 40X.




Finalmente se realizd la técnica inmunohistoquimica a laminillas de cerebro de
ratones tratados con valproato de sodio (farmaco anticonvulsivo), en donde se pudo
observar que el edema intersticial observado anteriormente disminuia en todas las
secciones estudiadas, sin embargo la inmunorreactividad de las células hacia las
interleucinas IL-18, IL-6 y TNF-a seguia presente, caso contrario a lo observado en
las laminillas con el tratamiento de escamonina I.
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Figura 18. Laminillas tratadas con
Valproato de sodio 40X. A) Seccién CAL IL-
6; B) Seccion CA3 IL-1 y C) Giro dentado
TNF-a.




Al realizar el ensayo para determinar la capacidad de captura del radical DPPH por
el compuesto puro escamoninal, se observa que no presenta actividad antioxidante
ya que al utilizar concentraciones de 40 a 1280 pg/mL no se observé variacion en
los porcentajes de inhibicion (1%) tomando la méxima concentracion del compuesto
(1%=1.60) comparado con el antioxidante &cido ascorbico (1%=52.02) como se
puede observar en el Grafico 1.
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Graéfico 1. Porcentajes de captura del radical DPPH por el compuesto escamonina.

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente se llevo a cabo la evaluacion
de extractos de Ipomoea tyrianthina con el fin de determinar si existia la presencia
de algun metabolito secundario con actividad antioxidante. Al realizar el ensayo con
el extracto convolvulina se pudo observar la disminucién del radical DPPH, el cual
mostré un mayor porcentaje de inhibicion comparado con escamonina | con un
10.26% a una concentracion maxima de 1280 pg/mL (Gréafico 2).
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Gréfico 2. Ensayo DPPH de escamonina comparado con el extracto convolvulina.

Debido al porcentaje encontrado en el ensayo anterior se sugiri6 analizar un
compuesto aromatico aislado del extracto convolvulina, para identificar si el
porcentaje de inhibicidon anteriormente observado podria deberse a la accion de este
compuesto. De igual manera se llevd a cabo el andlisis a las mismas
concentraciones utilizadas para escamonina y el extracto convolvulina, obteniendo
como resultado que el compuesto aroméatico presenta la capacidad de donar H al
radical DPPH, ya que lo reduce de una manera semejante al antioxidante &cido
ascorbico (Grafico 3). Se identificd que la concentracion minima (40 pg/mL) podia
inhibir un 48.16% del radical, llegando a un maximo del 88.02% a una concentracion
de 640 pg/mL (Tabla 7).

Compuesto Aromatico
Concentracion 40 80 160 320 640 1280
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
1% 48.16 | 71.25 | 84.03 | 87.35 | 88.02 | 87.98

Tabla 7. Porcentajes de inhibicion del radical DPPH por el compuesto aromatico.
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Gréfico 2. Comparacién de porcentajes de inhibicion de DPPH por el compuesto nuevo
comparado con el antioxidante estandar acido ascérbico.

Ensayos de Peroxidacion de lipidos en cerebro de ratén

Obtencion del tejido cerebral

Las actividades realizadas durante este semestre se enfocaron en la
estandarizacion del modelo de dafio inducido por lipopolisacaridos. Se sacrificaron
los ratones por dislocacion cervical, la diseccion del cerebro se realizé sobre una
placa de hielo triturado, utilizando un hemisferio para cada tratamiento.
Posteriormente el tejido se homogenizé en 10 volumenes de buffer de Krebs-Ringer
(1:10 peso tejido/volumen); sin embargo, al no observarse dafio se decidio realizar
el ensayo en rebanadas de cerebro obtenidas de cortes sagitales (600-900 um de
grosor), estas se mantuvieron en 1 ml de buffer Krebs-Ringer (medio basal) en
constante aireacion (Gutiérrez y Delgado, 1989; Abarca, 2000).

Estandarizacion del modelo de dafo con LPS

En la estandarizacion del modelo de dafio se evaluaron 4 concentraciones 125, 250,
500 y 1250 ng/ mL (Leonoudakis et al. 2017; Wang et al. 2017). Las muestras
(homogenizado y rebanadas) se colocaron en un plato de cultivo celular de 24 pozos
con 1 mL de LPS, este se dejo en constante aireacion durante 1 hr. Posteriormente
se realizé el ensayo de sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS) para
determinar si el estimulo con LPS reflejaba la peroxidacion de lipidos en el cerebro.
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Determinacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS)

Se realizé la reaccién con 200 pL del homogenizado de tejido cerebral y 500 pL de
la solucién TBARS colocados en tubos eppendorf, posteriormente se incubaron en
bafio de agua hirviendo durante 30 minutos, en esta fase de la técnica debid
observarse un cambio en la coloracién de las muestras que presentan peroxidacion
de lipidos, sin embargo este cambio no ocurrié, la reaccion se detuvo colocando los
tubos en hielo por 5 minutos y por ultimo se centrifugaron 3000g x 15 minutos. La
lectura del sobrenadante se midié a 532 nm en un espectofotdmetro (Vidal-Martins
etal., 2016). Al observar los valores de absorbancia de las muestras no se detectaron
diferencias entre el control negativo (solo buffer de Krebs-ringer) con respecto a las
diferentes concentraciones del LPS (Tabla 8).

Curva
[TMPO] 0 ul 1 2 u 5 u 10 pl 20 u 40 ul
Absorbancia | 0.039 0.0405 0.041 0.044 | 0.0715 | 0.1735 | 0.4965
Control 250 500 1250
LPS negativo | pg/ mL Mg/ mL | pg/ mL
Absorbancia | 0.045 0.049 0.485 0.053

Tabla 8. Absorbancias de controles y muestras para el ensayo de especies reactivas al acido
tiobarbiturico.

Figura 19. Placa de ELISA con
sobrenadante de las muestras de las 3
concentraciones de LPS.




Técnica para la deteccion de productos fluorescentes

Al no observar la reaccién de TBARS con los productos finales de la peroxidacion
de lipidos, se llevo a cabo la técnica para la deteccion de productos fluorescentes
con el apoyo del Dr. Antonio Monroy investigador de la Facultad de Farmacia.

Se utilizaron las mismas condiciones y concentraciones de LPS para causar el
dafio, posteriormente se homogenizo el tejido en 3 mL de agua desionizada, por
duplicado, se tomé 1 mL del homogenado al que se agregaron 4 mL de una
mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/ v). Los tubos protegidos de la luz se agitaron
por 2 min después de los cuales se colocaron en hielo durante 30 minutos para
permitir la separacion de fases. La fase acuosa se desech6 mientras que 2 mL
de la capa cloroférmica se colocé en una cubeta de cuarzo donde se afiadi6 0.2
mL de metanol. La fluorescencia se midid6 en un espectrofotometro de
luminiscencia Perkin-Elmer LS50B a 370 nm de excitacion y 430 nm de emision.
La sensibilidad del espectrofotometro se ajusté a 140 unidades de fluorescencia
con un estandar de quinina (0.1 mg/L) preparado en solucion de acido sulfarico
(0.05 M). Se tomaron 4 lecturas las cuales se promediaron para poder determinar
las unidades de fluorescencia por gramo de proteina. Finalmente se realizo la
técnica de Lowry para determinar los g de proteina de los homogenizados, al
realizar la comparacion de las muestras con el control negativo (sin dafio), no se
observo diferencia en las unidades de fluorescencia (tabla 9) (Aguirre et al. 2017).

No. Promedio Promedio-Blanco | Ajuste Quinina gde UF/g de tejido
proteina

C 24.37575 17.49475 30.90457714 0.003291 9390.634197
LPS 20.679375 13.798375 24.37490931 0.00324 7523.120157
250
LPS 23.451125 16.570125 29.27122173 0.003748 7809.824367
500
LPS 21.89275 15.01175 26.51834327 0.003596 7374.400242
1250

Tabla 9. Absorbancias de controles y muestras para el ensayo de productos fluorescentes.
Estandarizacion del modelo de dafio con Acido valproico

Debido a que no se logré observar dafio en las muestras utilizando LPS, se realiz6
un nuevo modelo de dafio con acido valproico, ya que existen reportes que este
farmaco anticonvulsivo a altas concentraciones es toxico (Chaudhary y Parvez 2012).
Se homogenizo el cerebro en buffer de fosfatos de sodio a un pH 7.4.
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 750g x 10 min y al sobrenadante se
le agrego 1 mL de acido valproico utilizando dos concentraciones 1y 10 mg/mL, se
incubaron las preparaciones en bafio maria a 37°C durante 3 horas. Finalmente se
realizo la técnica de TBARS, observando que la respuesta fue igual a los ensayos anteriores
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con LPS, no hubo cambio en las absorbancias de las muestras de dafio con respecto al

control negativo.

Control Control
VPA negativo positivo 1 mg/ mL 10 mg/ mL
Absorbancia 0.052 0.059 0.62 0.0655

Tabla 10. Absorbancias utilizando el modelo de dafio con VPA

Alternativas

.;'( .) ' s Figura 20. Placa de ELISA con sobrenadante de TMPO

— (amarillo, curva) y muestras (blanco) del ensayo de TBARS.

e Se mandé un alicuota del stock de LPS al Lab. 21 del IBT edificio norte, para
comprobar si el LPS con el que se estan realizando los ensayos tiene la
capacidad de causar el dafio, esto se realizard mediante un ensayo con

macréfagos que se tiene estandarizado en este laboratorio.

e Se realizard una prueba de dafio con 6xido nitrico en macrofagos con apoyo
de la Dra. Vera Petricevich en la Facultad de Medicina.




Discusion Preliminar

La gliosis reactiva y la neuroinflamacion son caracteristicas de diversas
enfermedades como  Alzheimer, Parkinson, Esclerosis lateral amiotréfica,
Demencia temporal frontal y Epilepsia, en las cuales se pueden observar procesos
neurodegenerativos. La microglia es un factor importante en las vias de activacion
del proceso en el cual existe la pérdida de células neuronales, dado que su funcion
principal es mantener la homeostasis en el cerebro, activandose rapidamente ante
cambios patologicos en el sistema nervioso central, tales como inflamacién,
isquemia, trauma y tumores (Salter y Stevens 2017).

Recientemente, se han realizado estudios con productos naturales y sus
componentes para la busqueda de nuevas alternativas que permitan inhibir la
activacion microglial neurotdxica, y de esta manera establecer nuevas estrategias
terapéuticas que disminuyan o eliminen los efectos secundarios de los
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Dmitri et al. 2017
demostraron que el compuesto securinina aislado de Securinega suffruticosa
presenta propiedades neuroprotectoras ya que inhibe la activacion de células gliales
y la subsecuente generacion de factores pro-inflamatorios. Resultados semejantes
se pudieron observar en el estudio realizado por Castro-Garcia 2017 en el cual se
utilizaron los metabolitos secundarios escamonina | y tiriantina C aislados de
Ipomoea tyrianthina en donde se observé la disminucion de la activacion astrocitica,
alteraciones neuronales (neurodegeneracién), y el edema intersticial
principalmente en el area del giro dentado y CA3 del hipocampo. De acuerdo a lo
reportado en estudios anteriores y a lo analizado en nuestros resultados se puede
sugerir que escamonina |, puede fungir como agente antiinflamatorio, dado que se
pudo observar una disminucion en la inmunorreactividad de mediadores pro-
inflamatorios (IL1-B, TNF-a e IL-6) al someterse a un pre-tratamiento con el
compuesto, asi como disminucién de edema intersticial. Lo cual puede sugerir que
dicho compuesto puede interferir en la activacion de las células gliales
principalmente de la microglia, y por ende se pueda observar la disminucion de las
citocinas pro-inflamatorias.

Los metabolitos secundarios de plantas son de gran interés debido a sus
propiedades farmacéuticas y sus aplicaciones terapéuticas en el campo médico,
actualmente existe la busqueda de nuevos compuestos que permitan inhibir o
mitigar problemas de salud crénicos como son las condiciones neurodegenerativas,
cardiovasculares o enfermedades inflamatorias, las cuales se encuentran asociadas
al dafio provocado por el estrés oxidativo el cual ha sido confirmado que contribuye
con la patogénesis y fisiopatologia de estas enfermedades. Se han realizado
estudios que confirman que pacientes con Alzheimer presentan algunos
marcadores del estrés oxidativo (malondialdehido producto final de peroxidacién
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lipidica) ademas de observarse oxidacion de ADN y proteinas (Pisoschi 2015). Tung
et al. 2017 determinaron que el extracto obtenido de la raiz del jengibre presentaba
actividad antioxidante con una ICso 8.89 pg/ml, sugiriendo que dicho efecto podria
depender a la cantidad de fenoles encontrados en el mismo. Otro estudio realizado
por Padmapriya et al. 2017con extractos obtenidos de hojas, raiz, semillas y tallo de
Thephrosia purpurea indicé que las hojas y la raiz presentaban una mayor actividad
de captura del radical DPPH con una ICso 186 y 276.7 pg/ml respectivamente, estos
mismos extractos presentaron actividad citotoxica contra células de cancer
colonrectal. Oluwayinka et al. 2018 determinaron el potencial antioxidante y
antiinflamatorio de Feretia apodanthera, realizaron el analisis de diversos extractos
sin embargo determinaron que el extracto de etanol (ICso 0.0053 mg/mL) y agua
(ICs0 0.0064 mg/mL) presentaban el mejor potencial antioxidante, reportaron que la
concentracion de 80 mg/mL tenia el mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH
por el extracto etanolico. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar
que el compuesto aromatico obtenido del extracto de Ipomoea tyrianthina presenta
una actividad antioxidante prometedora ya que cantidades menores del compuesto
permite contrarrestar el estrés oxidativo, esto debido a que la concentracion 40
pg/ml inhibe casi el 50% del radical DPPH, resultado semejante a lo reportado por
Oluwayinka et al. 2018, con lo cual se puede sugerir que este compuesto podria
retrasar o prevenir la sobreproduccion de radicales libres en el cerebro debido
agentes toxicos, dafios o sobreactivacién de las células gliales, evitando asi el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

Conclusion Preliminar

* Escamonina | aislada de Ipomoea tyrianthina a dosis de 80 mg/Kg disminuye
el edema intersticial y la expresion de interlucinas pro-inflamatorias (IL1-83,
IL-6 y TNF-a) al realizar un estimulo de dafio con PTZ.

« Escamonina | no presenta la capacidad de donar electrones o H, a radicales
libres.

« El Compuesto aromatico a una concentracion de 40 pg/ml puede reducir un
48.16% al radical DPPH, determinando su actividad antioxidante, la cual
tendra una relacion proporcional a la concentracion del compuesto que se
utilice.
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