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V.

RESUMEN

El huizache (Vachellia farnesiana) es una especie originaria de América Tropical, la cual
es ampliamente utilizada en la medicina tradicional como antiespasmaodico, astringente,
estimulante y demulcente, asi como para tratar diarreas, febriculas y el reumatismo,
también se ha documentado que emplastes hechos con la pulpa de sus vainas,
disminuyen la severidad de algunos tumores. Asi mismo, en diversos tejidos de esta
especie se han identificado metabolitos secundarios que han exhibido actividad citotoxica
contra distintas lineas celulares de cancer. Sin embargo, el contenido de los compuestos
secundarios en los tejidos vegetales es muy bajo. Una alternativa para la obtencién de
compuestos bioactivos es el cultivo de tejidos vegetales, permitiendo una produccion
controlada y disminuyendo el impacto en las plantas de vida silvestre. Por lo que el
objetivo del presente trabajo fue establecer cultivos de callo de V. farnesiana de dos sitios
de distribucion para la obtencion de metabolitos secundarios con potencial actividad
citotoxica. Para ello, plantulas germinadas in vitro con escarificacion quimica fueron
fuente de explantes (cotileddn, hipocétilo, hoja y raiz), los cuales fueron sembrados en
medio de cultivo Murashige & Skoog, suplementado con diferentes tipos vy
concentraciones de reguladores del crecimiento vegetal: acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), bencilaminopurina (BAP) y cinetina (KIN). Los cultivos fueron incubados bajo un
fotoperiodo de 16 h luz a 25 £ 2 °C, durante 30 dias. Se obtuvo una germinacion mayor
al 85% mediante la escarificacion con H2SO4. Respecto a la induccion de callo, todos los
reguladores y sus combinaciones generaron callo en los cuatro explantes evaluados

(100% de induccion), sin embargo, solo las hojas inoculadas en el medio suplementado
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con BAP (2.32 uM) y 2,4-D (13.57 uM) indujeron la formacién de callo abundante y friable,
el cual cubrié por completo la superficie del explante. Ademas, se determind la presencia
y el contenido de alcaloides, triterpenos y fenoles totales en extractos cloroformicos de
hojas de la planta madre y en la biomasa obtenida mediante cultivo in vitro. El contenido
de alcaloides y fenoles totales en las hojas de la planta madre (258.8 = 18 mg EA/g ES)
fue significativamente mayor que en los cultivos de callo (187.32 + 15 mg EA/g ES).
Mientras que el contenido de triterpenos totales fue significativamente mayor en la
biomasa generada in vitro (381.46 + 22 mg EAU/mL), con respecto a lo determinado en
la planta madre (208.26 + 11 mg EAUmL). Finalmente, se determind la actividad
citotdxica contra lineas celulares HelLa, observandose que los extractos de las cuatro
fuentes de material vegetal mostraron citotoxicidad, siendo significativamente mayor la
reduccion en la viabilidad celular ante los extractos obtenidos a partir de hojas de
ejemplares adultos para ambos sitios de distribucion, a las 72 horas de exposicion (28.02
+ 1.71%), lo que permitio clasificar a los extractos como citotoxicos (ICso= 28.83 £ 1.49).
Mientras, que la ICso determinada para los extractos obtenidos a partir de los cultivos in
vitro (43.9 = 1.82) fue mayor al criterio propuesto por el American National Cancer

Institute.
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V.

ABSTRACT

Huizache (Vachellia farnesiana) is a species native to Tropical America, which is widely
used in traditional medicine as an antispasmodic, astringent, stimulant, and demulcent,
as well as for treating diarrhea, febrile illnesses, and rheumatism. It has also been
documented that poultices made from the pulp of its pods decrease the severity of some
tumors. Likewise, various secondary metabolites have been identified in tissues of this
species that have exhibited cytotoxic activity against different cancer cell lines. However,
the content of secondary compounds in plant tissues is very low. An alternative for
obtaining bioactive compounds is the plant tissue culture, allowing controlled production
and reducing the impact on wild plant populations. Therefore, the objective of this work
was to establish callus cultures of V. farnesiana from two distribution sites for the
obtainment of secondary metabolites with potential cytotoxic activity. For this purpose,
in vitro germinated seedlings with chemical scarification were the source of explants
(cotyledon, hypocotyl, leaf, and root), which were planted in Murashige & Skoog culture
medium, supplemented with different types and concentrations of plant growth
regulators: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), benzylaminopurine (BAP), and kinetin
(KIN). The cultures were incubated under a photoperiod of 16 h light at 25 + 2 °C for 30
days. Germination higher than 85% was obtained through scarification with H>SOa.

Regarding callus induction, all regulators and their combinations generated callus in the
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four evaluated explants (100% induction); however, only the leaves inoculated in the
medium supplemented with BAP (2.32 uM) and 2,4-D (13.57 uM) induced the formation
of abundant and friable callus, which completely covered the surface of the explant. In
addition, the alkaloids, triterpenes and phenolics content in chloroform extracts of leaves
from the mother plant and in the biomass obtained through in vitro culture were
determined. The concentration of alkaloids and phenolics content in the leaves of the
mother plant (258.8 + 18 mg GAE/g DW) was significantly higher than in the callus
cultures (187.32 + 15 mg GAE/g DW). Meanwhile, the triterpenes content was significantly
higher in the in vitro generated biomass (381.46 + 22 mg AUE/mL) compared to that
determined in the mother plant (208.26 + 11 mg AUE/mL). Finally, cytotoxic activity
against Hela cell lines was determined, with extracts from all four sources of plant material
showing cytotoxicity, with a significantly greater reduction in cell viability observed with
extracts obtained from leaves of adult specimens from both distribution sites at 72 hours
of exposure (28.02 + 1.71%), classifying the extracts as cytotoxic (ICso= 28.83 + 1.49).
Meanwhile, the ICsp determined for extracts obtained from in vitro cultures (43.9 + 1.82)

was higher than the criterion proposed by the American National Cancer Institute.
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1. INTRODUCCION

El cancer es y seguira siendo una de las principales patologias que afectan a la poblacién
a nivel mundial, se suele utilizar la palabra cancer como un término genérico para
relacionar a un amplio grupo de enfermedades que afectan a diferentes partes del
organismo, es comun referirse a esta enfermedad como “tumor o neoplasia maligna”,
siendo la multiplicacion incontrolada de células anormales que puede aparecer
practicamente en cualquier lugar del cuerpo. Las células cancerosas suelen invadir el
tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo (1).
Tan solo en el afio 2020 se reportaron 19.3 millones de casos nuevos y aproximadamente
9.9 millones de defunciones en el mundo (2). Las estrategias de tratamiento contra esta
enfermedad incluyen quimioterapia, cirugia, radioterapia y terapia hormonal, la eleccion
de alguna o la combinacion de estas estrategias depende del 6rgano afectado, el tipo de
cancer y una serie de otros factores (3). En la actualidad se sigue trabajando para el
desarrollo de medicamentos que sean mas efectivos y de facil obtencion. Por otro lado,
las plantas han demostrado ser una fuente natural de compuestos bioactivos, en
particular de metabolitos secundarios, de hecho, estos productos naturales constituyen
una proporcion considerable de los farmacos antineoplasicos disponibles
comercialmente (4). Sin embargo, por las bajas concentraciones en las que se
encuentran estos compuestos en la planta y posibles dificultades en su cultivo, la
obtencion de metabolitos mediante cultivo tradicional puede no resultar econOmicamente
viable, esto ha provocado la necesidad de encontrar estrategias para mejorar su
produccion sin atentar contra la biodiversidad de estas especies. En este sentido, el

cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una alternativa para la obtencion de metabolitos
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secundarios de interés industrial y farmacolégico de una forma constante y en cualquier
época del afio (5). Esta alternativa biotecnoldgica se basa en la teoria celular, que
establece que todos los organismos vivos estan constituidos por células, las unidades
basicas de estructura y reproduccion, y también demuestra el concepto de totipotencia,
que se define como el potencial genético de una célula para generar un organismo
multicelular completo a partir de cualquier parte de una planta (células, tejidos u 6rganos)
en medios artificiales, en condiciones asépticas y en ambientes controlados (6). Existen
numerosas aplicaciones del CTV entre las cuales se encuentran la conservacion de
germoplasma, la mejora de cultivos de interés agrondémico, la produccién de nuevas
variedades de plantas resistentes a enfermedades, la fabricacién de semillas artificiales
y la produccion de metabolitos secundarios (7). La produccidon de metabolitos
secundarios in vitro es un procedimiento en dos etapas, una primera fase que estimule
el crecimiento de la biomasa, y una segunda que favorezca la biosintesis del metabolito
deseado (8). Para la produccién de metabolitos secundarios se han empelado
estructuras organizadas como brotes, raices, callos, suspensiones celulares, etc. (9).
Para la induccion de callos, se usa comunmente una gran variedad de auxinas en
diferentes concentraciones o la combinacion de auxinas y citocininas (10). La produccion
de compuestos quimicos mediada por el cultivo in vitro ofrece una excelente oportunidad
para la obtencion de metabolitos secundarios en condiciones controladas independientes
de factores ambientales bibticos (interaccidn con patdgenos) y abioticos (sequia, luz
ultravioleta y temperaturas extremas), asi como el posible incremento considerable en el
rendimiento de metabolitos especificos (11).

Vachellia farnesiana también conocido como "huizache" o "acacia dulce", es una especie
vegetal conocida por sus largas espinas y fragantes flores amarillas, es una especie
utilizada frecuentemente como fuente de ingredientes para la elaboracion de perfumes,
y ampliamente usada en la medicina tradicional; los extractos de las flores se utilizan en
remedios para dolores de cabeza y en el tratamiento de malestares estomacales, su fruto
se usa para tratar la disenteria e inflamaciones en la piel (12). Las ramas lefiosas son
utilizadas en la India como cepillos de dientes, las raices gomosas se mastican para el
dolor de garganta. Se ha utilizado como antiespasmadico, afrodisiaco, astringente,

estimulante y demulcentes, asi como para tratar diarreas, febriculas y el reumatismo,
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también se ha reportado que la raiz, utilizada en bafios calientes, ayuda al cancer de
estobmago, ademas se ha documentado que emplastes hechos de la pulpa, disminuyen
la severidad de algunos tumores (13). Ademas de sus usos en la medicina tradicional,
se ha demostrado la actividad citotoxica del farnesol presente en las flores y el geraniol
presente tanto en hojas como en flores, contra células HeLa y COLO-205,
respectivamente (14,15). Mientras que el &cido betulinico presente en las raices, se ha
evaluado en tres lineas celulares de cancer (Hep-G2, A549, Ca9-22) (16). Asi mismo,
Qiu y colaboradores en el 2020 (17) reportan que la diosmetina, un flavonoide presente
en las hojas de V. farnesiana inhibid la viabilidad celular e indujo citotoxicidad y apoptosis

en células ACHN.
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2. ANTECEDENTES

2.1 CANCER

El cancer es un término genérico para relacionar a un amplio grupo de enfermedades
gue afectan a diferentes partes del organismo, es comun referirse a esta enfermedad
como “tumor o neoplasia maligna”. Una caracteristica que lo define es la multiplicacion
incontrolada de células anormales, y puede aparecer practicamente en cualquier lugar
del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido circundante y puede provocar metéstasis en
puntos distantes del organismo (1). El proceso por el cual las células normales se
transforman en cancerosas se denomina carcinogénesis, la comprensién de este
proceso se logré principalmente por el desarrollo de técnicas de estudio genético.
Mediante estas, se establecid que la transformacién progresiva de células normales a
derivados altamente malignos se originaba en alteraciones en el material genético, estas
alteraciones se denominan mutaciones (18). Los tejidos normales del organismo estan
compuestos por distintos tipos de células, los tumores en cambio estan constituidos por
solo un tipo de células que se multiplican incontroladamente, sin embargo, éstas
interactan con un conjunto de células que colaboran al crecimiento tumoral, dando el
soporte funcional y nutricional, estableciendo lo que se ha denominado el microambiente
tumoral. Dentro de estas, se encuentran fibroblastos anormales, células endoteliales y
células del sistema inmune innato y adaptativo (19). Las células del sistema inmune son
las principales responsables de la inmunovigilancia tumoral y eliminacion de los clones
tumorales, sin embargo, el sistema inmune también puede favorecer la aparicion de
nuevos tumores ya que puede producir un estado de inflamacion crénico mediado
principalmente por macréfagos y mastocitos que infiltran el tumor y que producen

factores que promueve el crecimiento tumoral en todas sus etapas (20). Por otro lado, la
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inflamacion también promueve la iniciacién tumoral al generar un estrés genotoxico, que
favorece nuevas mutaciones, participa en la promocion al inducir la proliferacion y la
progresion tumoral al incrementar la produccibn de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) alrededor del tumor lo que a su vez favorece la migracion de células
neoplasicas a otras partes de cuerpo, generando metastasis (21).

El conocimiento generado en las ultimas décadas sobre la fisiopatologia del cancer ha
abierto un abanico de posibilidades para mejorar el manejo de esta patologia. Por una
parte, la identificacion de moléculas que son expresadas sélo por células tumorales ha
permitido la introduccibn de nuevos biomarcadores especificos para mejorar el
diagnéstico tumoral. Mientras que la identificacion de potenciales blancos terapéuticos
ha motivado el incremento explosivo de la investigacion farmacologica de la dltima
década. (22).

2.1.1 ESTADISTICAS NACIONALES E INTERNACIONALES

De acuerdo con datos de la OMS, en el afio 2020 se reportaron 19 millones de nuevos
casos de cancer, por otro lado en ese mismo afio esta enfermedad causo casi 10 millones
de defunciones en el mundo (Fig. 1), siendo uno de los mayores retos en salud publica
dado que los tumores malignos se han posicionado como primeras causas de mortalidad

desde hace varias décadas (23).

JOSE ALEJANDRO DOMINGUEZ COLIN 16



0TROS
' PULMON
UTERO 2.206.771{11,4%)
417.367 (2,2
o TN -

TOTAL: 19.292.789 LEUCEMIA 3 CULDRRECTO
474519 (2,5% 1.831.590 (10%
PANCREAS =
a 19./ w r

LINFOMA NO HODGKIN
2,89 PRUSTATA

\(EJIGA 141425973

3/3.L1¢

‘ E§TOMAGO
TlROlDEs ‘ ( 1.089.103 (5,6%)

HRARERESOFABD  pupy g \-HIGADD

60

Figura 1. Nuevos casos de cancer reportados en 2020. Tomado de GLOBOCAN, 2020 IARC (23)

En México, la magnitud de los efectos del cancer en la salud publica no es muy diferente
al panorama mundial, segun datos la Agencia Internacional de Investigaciones sobre el
Céancer, en el afio 2021 el cancer se posesiono como la cuarta causa de muerte, después
de la pandemia de COVID-19, las enfermedades cardiovasculares y la diabetes (Fig. 2.)

Rango Total Hombre Mujer
1 Enfermedades del corazén Enfermedades del corazon
218 704 97 133
En 2019 fueron 156 041 En 2019 fueron 72 768
2 Enfermedades del corazén Diabetes mellitus
121 556 72 094
En 2019 fueron 83 258 En 2019 fueron 52 643
3 Diabetes mellitus Diabetes mellitus
151 019 78 922
En 2019 fueron 104 354 En 2019 fueron 51 711
4 Tumores malignos Tumores malignos Tumores malignos
90 603 44 476 46 125
En 2019 fueron 88 680 En 2019 fueron 43 296 En 2019 fueron 45 384

Figura 2. Principales causas de muerte en 2020. Tomado de INEGI, 2020

En este mismo contexto, los célculos de esta misma agencia nacional muestran que en
2020 se registraron 1,086,743 defunciones en México, de las cuales 8% fueron por
tumores malignos (90,603 casos). La tasa de defunciones por esta causa aumenté
durante la ultima década, al pasar de 6.18 defunciones por cada 10 mil personas en 2010

1
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a 7.17 por cada 10 mil personas en 2020 (Fig. 3), siendo los tumores que ocasionan
cancer de mama, de préstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmon los mas recurrentes
en la poblacion en ambos sexos. Para los hombres, los canceres mas mortales son de
préstata, de pulmon, colorrectal, de higado y gastrico, en ese orden; mientras que para

las mujeres son el cancer de seno, cervicouterino, de higado, colorrectal y de ovario (24).
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Figura 3. Tasa de defunciones por tumores malignos por afio de registro. (INEGI, 2020).

2.1.2 TRATAMIENTOS

Las estrategias de tratamiento contra las neoplasias incluyen quimioterapia, cirugia,

terapia hormonal y radioterapia, la eleccion alguna o la combinacion de estas estrategias

depende del 6rgano afectado, el tipo de cancer y una serie de otros factores (3).

Los agentes quimioterapéuticos utilizados en la terapia del cancer tienen un origen

amplio y actian de diversas formas. Las principales clases de agentes

guimioterapéuticos y sus mecanismos se describen a continuacion:

e Farmacos alquilantes polifuncionales: Inducen la alquilacion del ADN en una
hebra o en ambas, principalmente en la posicion N7 de la guanina (25).

e Antimetabolitos: Interfieren con la sintesis de &cidos nucleicos o la sintesis de
nucleodtidos. Los antagonistas de metotrexato, purina y pirimidina, etc. son

antimetabolitos utilizados en el tratamiento del cancer (26).
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e Antibioticos: Se derivan principalmente de Streptomyces spp. y actian
principalmente bloqueando la sintesis de ADN y ARN y por la escision de las cadenas
de ADN al afectar a la topoisomerasa Il (27).

e Agentes hormonales: Cuando el tumor es sensible a hormonas, se pueden usar
inhibidores hormonales para la terapia. Algunos de ellos se unen directamente a los
receptores hormonales, mientras que otros inhiben la produccion directamente en la
glandula que secrete dicha hormona (28).

e Metabolitos secundarios derivados de plantas: Los fArmacos quimioterapéuticos
derivados de plantas poseen diversos mecanismos de accién, de entre los cuales
destacan los alcaloides tipo vinka y los taxanos, estos compuestos inducen una
alteracion de los microtabulos que conduce a la detencién mitética en la metafase.
Asi mismo, las podofilotoxinas y camptotecinas interfieren con la actividad de las
topoisomerasas ocasionando dafios en el ADN de las células cancerosas (29).

2.2 BIOTECNOLOGIA

El término biotecnologia fue acufiado por Karl Ereky en 1919 para describir la interacciéon
entre biologia y tecnologia, sin embargo, la biotecnologia no solamente engloba estas
dos ciencias, sino también un esfuerzo multidisciplinario de la humanidad desde hace al
menos 5,000 afios (30). Por otro lado, la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo
Econdémico (OCDE) define a la biotecnologia como “la aplicacion de la ciencia y la
tecnologia a organismos vivos, asi como a las piezas, productos y modelos, para alterar

materiales vivos o no vivos para la produccién de bienes, servicios y conocimiento (31).

Los inicios de la biotecnologia se encuentran en las sociedades primitivas con la
elaboracién de pan, queso, vino y la cerveza, también en practicas tan antiguas como la
apicultura y la ganaderia. Actualmente, la biotecnologia engloba la manipulacion
genética y la biologia molecular aplicada a la obtencion de bienes y servicios. Por tanto,
la biotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que abarca desde la biologia clasica,
hasta la bioingenieria, pasando por la ingenieria genética, la microbiologia, la bioquimica,
la biologia celular y molecular, la inmunologia, entre otras (32). Asi, podemos describir a

la Biotecnologia como el conjunto de técnicas que utilizan organismos vivos o parte de
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estos, para obtener, modificar y mejorar especies de plantas y animales o desarrollar
microorganismos para determinados usos, es en términos simples, la tecnologia que
aplica el potencial de los seres vivos y su posibilidad de modificacion selectiva e
intencionada para la obtencion de productos, bienes y servicios. La biotecnologia a su
vez se puede dividir en varias ramas (33), las cuales se enfocan cada una en un area del

conocimiento o disciplinas.

2.2.1 BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Las plantas han sido el primero y uno de los factores mas importantes para la civilizacion
y el desarrollo cultural de la humanidad, cuando iniciaron el cultivo de aquellas que le
servian de alimento, o la busqueda de otras valiosas, que le indujeron a migrar,
contribuyeron decisivamente al conocimiento de la configuracion de la Tierra. Mientras
gue la seleccién, mejoramiento genético y desarrollo de plantas, se registra desde
tiempos prehistoricos pues las tribus primitivas seleccionaban cuidadosamente plantas,
semillas o esquejes, con el propoésito de usarlas como fuente de alimento, remedios
herbolarios e incluso fibras para la elaboracion de herramientas y prendas de vestir (34).
Por otro lado, las plantas han sido también, sustancias “maestras” para la humanidad, al
revelarle caminos de sintesis de numerosos compuestos, que después ha imitado en el

laboratorio para la produccion de nuevos farmacos (35).

La biotecnologia vegetal se puede definir como el conjunto de técnicas utilizadas para
mejorar ciertas caracteristicas de las plantas de acuerdo con las necesidades de
produccién agricola de tal forma que con ayuda de esta disciplina se pueden obtener
nuevos productos y modificar las caracteristicas de otros, con el objetivo de aumentar su
productividad, volumen y resistencia a condiciones adversas como las generadas por
bacterias, virus, hongos, sequia, salinidad, frio y calor (36). Ademas, esta tecnologia
puede solucionar algunas problematicas sociales que pueden ser abordadas
aprovechando las cualidades de las plantas, contribuyendo a su vez con diversas areas

del conocimiento como la bioquimica, agronomia, biologia celular y genética.
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2.3 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es un término amplio, que en general se refiere al
cultivo de cualquier parte de una planta (células, tejidos u 6rganos) en medios artificiales,
en condiciones asépticas y en ambientes controlados. Este conjunto de técnicas se basa
en la teoria celular, que establece que todos los organismos vivos estan constituidos por
células, las unidades béasicas de estructura y reproduccion, y también demuestra el
concepto de totipotencia, que se define como el potencial genético de una célula para
generar un organismo multicelular completo (6). Existen numerosas aplicaciones del CTV
dentro de las cuales se encuentran la produccion de nuevas variedades libres de
enfermedades, mejoras de cultivares de interés agrondmico mediante estudios de
biologia molecular o la modificacién genética de plantas, conservacién de germoplasma,
fabricacion de semillas artificiales, sintesis de proteinas recombinantes, produccién de
metabolitos secundarios utilizados como potenciales farmacos o sustancias aditivas en
la industria de alimentos, sin embargo, también se han utilizado cultivos in vitro de tejidos
vegetales para la obtencién de vacunas o anticuerpos utilizando la maquinaria de la

célula vegetal (37).

2.3.1 MEDIO DE CULTIVO PARA EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Los medios de cultivo de tejidos vegetales permiten el crecimiento de plantas enteras,
organos, tejidos o células en condiciones asépticas y controladas en el laboratorio. El
medio de cultivo de tejidos suministra todos los nutrientes, energia y agua necesarios
para el crecimiento de plantas o explantes a través del medio basal. Ademas, las
condiciones de incubacién controladas brindan configuraciones optimizadas de luz y
temperatura para promover el crecimiento. El desarrollo de las plantas se puede
manipular luego mediante la adicion de reguladores del crecimiento de las plantas (ya
sean fitohormonas naturales o versiones sintéticas) en etapas particulares de crecimiento
0 maduracion (38). Los medios nutritivos para el CTV son, en general, menos complejos
que los de cultivos microbianos, normalmente se puede utilizar un medio sencillo y

complementarlo con diferentes componentes y reguladores de crecimiento para llegar
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empiricamente a la férmula que le brinde al tejido las mejores condiciones para su
crecimiento y produccién (39).
El éxito del CTV radica en la naturaleza del medio de cultivo utilizado. Para un
crecimiento saludable y vigoroso, los medios de cultivo pueden contener los siguientes
componentes (40):
Nutrientes minerales: son cantidades relativamente grandes de algunos elementos
inorganicos, estos incluyen iones de: nitrogeno (N), potasio (K), calcio (Ca), fosforo (P),
magnesio (Mg) y azufre (S); y, pequefias cantidades de otros elementos (micronutrientes
vegetales u oligoelementos): hierro (Fe), niquel (Ni), cloro (Cl), manganeso (Mn), zinc
(Zn), boro (B), cobre (Cu), y molibdeno (Mo). Los elementos enumerados anteriormente
son, junto con el carbono (C), el oxigeno (O) y el hidrégeno (H), los 17 elementos
esenciales.
Fuente de carbono: Los medios de cultivo de tejidos vegetales proporcionan no solo los
nutrientes inorganicos mencionados anteriormente, sino también una fuente de carbono
siendo la mas comun la sacarosa, siendo la funcion de esta reemplazar el carbono que
la planta normalmente fija de la atmdsfera mediante la fotosintesis, ya que este proceso
se ve sustancialmente disminuido en el CTV.
Para mejorar el crecimiento, muchos medios también incluyen pequefias cantidades de
ciertos compuestos organicos, especialmente vitaminas y reguladores del crecimiento
vegetal.
Sustancias vitaminicas: Son aquellas que contienen cofactores enzimaticos, siendo
necesarias para mejorar una serie de reacciones cataliticas en el metabolismo de tal
forma que son requeridas en pequefias cantidades (41):
e Acido Nicotinico que forma parte de las coenzimas NAD y NADP las cuales
intervienen en la transferencia de hidrogeno en la respiracion celular.
e Tiamina o vitamina B1, la cual se afiade como hidrocloruro de tiamina al medio de
cultivo y constituye una vitamina esencial para el crecimiento de células vegetales.
e Piridoxina o vitamina B6 en su forma de hidrocloruro de Piridoxina, esta participa
como coenzima en el metabolismo de los aminoacidos como el triptofano y el

acido nicotinico, esta vitamina favorece la formacion y crecimiento de raices.
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e Myo-inositol, actia sobre la proliferacion de tejidos y sobre la activacion de la
organogeénesis.

Reguladores de crecimiento vegetal (RCV): Son aquellas sustancias que influyen en
diversos procesos fisioldgicos, principalmente crecimiento, diferenciacion y desarrollo
celular. Estas moléculas acttan a muy bajas concentraciones y son sintetizadas en las
plantas denominadas fitohormonas u hormonas vegetales, aunque también se han
creado reguladores sintéticos que actian como estimuladores de la respuesta deseada
enel CTV (42).
Los RCV mas usadas en el CTV son las auxinas y las citocininas, estas ultimas se usan
para estimular el crecimiento y el desarrollo, siendo las mas comunes, la 6-
furfurilaminopurina (KIN), 6-bencilaminopurina (BAP), 6-dimetilaminopurina (2iP), 6-
hidroximetilbuterilaminopurina (zeatina) y el tidiazuron (TDZ). Estos reguladores,
promueven la division celular e inducen la formacion de vastagos axilares, ademas
retarda el envejecimiento y se usan generalmente altas concentraciones (38).
Las auxinas, por su parte, promueven la elongacién celular y expansion de los tejidos,
mediante la division celular y la formacion de raices adventicias, también tienen un efecto
inhibitorio de la formacion de vastagos axilares y adventicios, y frecuentemente
embriogénesis en los cultivos de células en suspensién. Es decir, con una concentracion
baja de auxinas predomina la formacién de raices adventicias, mientras que con altas
concentraciones da lugar a la formacion de callo (43).
Las auxinas mas utilizadas son el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 3-
indolacético (AlA), acido 3-indolbutirico (AIB), acido naftalenacético (ANA), acido 2,4,5-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T), las auxinas como el AlA se utilizan en concentraciones de
0.01 a 10 mg/L, mientras que las auxinas sintéticas como ANA o 2,4-D, se usan desde
concentraciones menores que van desde 0.001-10 mg/L, por ser relativamente mas
activas (44).
Antioxidantes: Una vez establecido el CTV ocurre un fenomeno denominado lixiviacién
de fenoles, en el cual los explantes de la mayoria de las plantas lefiosas y algunas
herbaceas liberan compuestos fendlicos al medio de cultivo provocando una coloracion
amarillenta al medio, este proceso resulta ser letal para los explantes, lo que dificulta la

regeneracion in vitro que conduce a la muerte de los explantes (45). Para reducir este
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proceso se suelen agregar antioxidantes y ciertas sustancias que atrapan estos

compuestos fendlicos evitando asi que el explante muera y no se tenga la respuesta

deseada. Algunas de estas sustancias se enlistan a continuacion:

e El&cido ascorbico y &cido citrico: Son afladidos a los medios como antioxidantes para
evitar el oscurecimiento de determinados tejidos (46).

e Carbon activado: Funciona como adsorbente, removiendo compuestos fendlicos,
evitando o disminuyendo el deterioro del explante. Este efecto se atribuye a su
capacidad para remover sustancias toxicas o inhibidoras del crecimiento del medio
de cultivo que son producidas durante la esterilizacion del medio o liberadas por el
explante cuando este se oxida (47)

e Polivinilpirrolidona (PVP): Es una poliamida, utilizada en la prevencion de la oxidacién
de tejidos, desde su aplicacion en el enjuague del explante o mediante su
incorporacion al medio de cultivo (48).

24 METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas poseen la capacidad de sintetizar diferentes compuestos organicos llamados
metabolitos secundarios, estos no son esenciales para la sobrevivencia del organismo,
pero juegan un papel importante en la interaccion del organismo con su entorno,
asegurando la existencia continua del mismo en sus ecosistemas (49).

La formacion de metabolitos secundarios es generalmente especifica de érganos, tejidos
y células. Estos compuestos son de bajo peso molecular y a menudo difieren entre
individuos de la misma poblacion de plantas con respecto a su cantidad y tipos. Su
principal funcién radica en proteger a las plantas contra fuentes de estrés, tanto bi6tico
(bacterias, hongos, nematodos, insectos o pastoreo de animales) como abidtico
(cambios de temperatura, humedad y luz; lesiones o presencia de metales pesados),
ademas se ha demostrado que las plantas utilizan estos compuestos (aceites esenciales
volatiles y flavonoides coloreados) para captar la atencion de los polinizadores para la
propagacion del polen (50).

Los metabolitos secundarios se pueden separar en tres grandes grupos en funcién de

su origen de biosintesis (Fig. 4) (51), terpenos, fenoles y alcaloides.
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Figura 4. Metabolismo secundario del carbono en plantas Tomado de Avalos Garcia, et al., 2009 (52).

Terpenos: Los terpenos comprenden el grupo mas grande de metabolitos
secundarios y, por su origen biosintético, no dependen de acetil-CoA o intermedios
glicoliticos (49). La mayoria de los terpenos producidos por las plantas como
metabolitos secundarios estan involucrados en la defensa como toxinas y elementos
disuasorios para la alimentacion de un gran nimero de insectos y mamiferos que se
alimentan de plantas. Los terpenos se forman por la polimerizacién de unidades de
isopreno y segun la cantidad de unidades de isopreno en su estructura se dividen en
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y politerpenos (53).

Compuestos fendlicos: Se les conoce como compuestos fendlicos a aquellos
compuestos que contienen un grupo funcional hidroxilo (OH) en un anillo aromatico
(benceno) llamado Fenol, estos forman una parte importante del sistema de defensa
de las plantas contra plagas y enfermedades (54). Los compuestos fendlicos se

pueden clasificar como flavonoides y no flavonoides (55). Los flavonoides son los
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compuestos responsables del color de las flores y frutas, estos contienen 15 atomos
de carbono con dos anillos arométicos conectados a través de un puente de 3
carbonos. Los flavonoides incluyen a los flavonoles, flavonas, flavan-3-oles,
isoflavonas, flavanonas, antocianidinas, cumarinas, auronas, chalconas y flavan-3,4-
dioles (55). Los compuestos no flavonoides son mas simples e incluyen a los acidos
fendlicos, taninos, hidroxicinamatos, polifenoles y estilbenos (56).

Compuestos que contienen nitrégeno: Los metabolitos secundarios que contienen
nitrégeno son el resultado de la sintesis de varios aminoacidos, como el triptéfano,
tirosina, lisina y el acido aspartico. Estos compuestos incluyen a los alcaloides,
glucdsidos cianogénicos y aminoacidos no proteicos (57).

Los alcaloides poseen accion fisiolégica intensa en los animales incluso a bajas dosis
con efectos psicoactivos, debido a que interfieren con las funciones del sistema
nervioso, algunos alteran la sintesis de proteinas, otros afectan el transporte de
membrana y la actividad enzimatica (58). Se han propuesto diversas clasificaciones
para separar a los alcaloides, una de las mas usadas es dividirlos en tres categorias.
Los alcaloides verdaderos, son los compuestos que se derivan de un aminoacido y
un anillo heterociclico con nitrdgeno, p. €j. atropina, nicotina, etc. Los proto-alcaloides
son los compuestos que contienen un atomo de nitrégeno derivado de un aminoéacido
gue no forma parte del anillo heterociclico, p. ej. adrenalina, efedrina, etc. Los pseudo-
alcaloides son los compuestos que no se originan a partir de aminoacidos, p. €j.
cafeina, teobromina, etc. (59).

Compuestos que contienen azufre: Estos compuestos incluyen glutation (GSH),
glucosinolato hidrolizado (GSL), fitoalexinas, tioninas, defensinas y alininas que se
han relacionado directa o indirectamente con la defensa de las plantas contra
patdégenos microbianos (60). Estos compuestos son el resultado de dos vias
diferentes (61). El primer grupo contiene glucosinolato hidrolizado (GSL) por la
enzima miosinasa y esta presente en las cruciferas. El segundo grupo resultoé de la
hidrdlisis de la alinina a través de una enzima (aliinasa) y estan presentes en el género
Allium, los racimos de cultivos de este género se utilizan de forma significativa como
verduras, saborizantes y estimulantes inmunitarios debido a la presencia de estos

compuestos. El glutation (GSH) es azufre natural que se encuentra en las plantas y
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actia como un remedio contra la reduccion de la intensificacién de las plantas y

también como un agente antioxidante en las reacciones de estrés (62).

2.4.1 METABOLITOS SECUNDARIOS CON ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las plantas han demostrado ser una fuente natural de compuestos bioactivos, en
particular de metabolitos secundarios, de hecho, estos productos naturales constituyen
el 65% de los farmacos antineoplasicos de bajo peso molecular aprobados por la FDA,
ya sean puramente compuestos naturales, semi-sintéticos o totalmente sintéticos pero
basados estrictamente en un producto natural (4).

Los primeros compuestos con actividad anticancerigena obtenidos de las plantas fueron
la vincristina y la vinblastina, los cuales pertenecen al subgrupo de alcaloides, estos
fueron aislados de Catharanthus roseus. Las modificaciones quimicas que se realizaron
a la vincristina y vinblastina (Fig. 5) condujeron a la obtencién de los compuestos
semisintéticos vinolrebina y vindesina (63). Estos son administrados en combinacion con
otros quimioterapéuticos para el tratamiento de leucemia linfocitica aguda en nifios,
cancer cervicouterino, cancer de colon, de mama y otros carcinomas, mientras que la
vinblastina se emplea para el tratamiento de linfoma de Hodgkin, carioepiteliomay cancer
de ovario (64). Estas patologias involucran una multiplicacion descontrolada de células
debido a un marcado deterioro de los reguladores del ciclo celular especificamente de
los mecanismos proliferativos, desencadenando un ciclo celular hiperactivo (18). En este
contexto, los microtibulos, componentes del citoesqueleto, juegan un papel fundamental
en procesos celulares de gran importancia como los son el crecimiento y la division
celular (65). EI mecanismo de accion de los vinca-alcaloides se basa en su union a la
tubulina impidiendo la polimerizacion de los dimeros de tubulina que a su vez interrumpe
la formacion de los microtubulos, estos microtubulos son de vital importancia para la
formacion del huso en las células que se estan preparando para la mitosis. De tal forma
gue interrumpen la division celular y asi evitan que el tumor o neoplasia siga creciendo y

diseminandose (66).
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Figura 5. Estructura molecular de a) Vinblastina b) Vincristina. Tomado de Martino, et al., 2018 (67).

Posteriormente se logro aislar la camptotecina que pertenece al grupo de alcaloides de
tipo inddlico que inicialmente se aislé de Camptotheca acuminata (“Xi Shu” o arbol de la
alegria). Este arbol es nativo del Tibet y se emplea en la medicina tradicional china (68).
La elipticina, es otro alcaloide que fue aislado en 1957 por Goodwin y colaboradores, de
las hojas del arbol Ochrosia elliptica que crece de manera silvestre en Oceania (69), sin
embargo, fue hasta 1967 que Dalton reporto la actividad antineoplasica de la elipticina,
9-metoxielipticina y otros de sus derivados (70).

Otro compuesto aislado de plantas con actividad anticancerigena es el paclitaxel, el cual
es un alcaloide diterpénico que inicialmente se aislé de la corteza de Taxus brevifolia.
Los taxanos como el paclitaxel (Fig. 6) tienen un mecanismo de accion similar a la
vincristina y la vinblastina, pues se unen a los microtibulos, estructuras flexibles que
participan dinamicamente en el proceso de la division celular y los convierten en
estructuras estéticas, lo que impide la multiplicacion de diversos tipos de células

cancerosas (71).

Figura 6. Estructura molecular de Paclitaxel. Tomado de Algahtani, et al., 2019 (72).
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2.42 TECNICAS PARA EVALUAR LA CITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS
VEGETALES

En la actualidad existen diferentes ensayos in vitro para medir los efectos citotoxicos de
diferentes compuestos, los cuales utilizan principalmente cultivos adherentes, cultivos de
organos aislados o lineas celulares especificas, esto como una alternativa a la
experimentacion in vivo (73). Algunas de estas pruebas in vitro incluyen a los llamados
ensayos de citotoxicidad, los cuales se basan en el cultivo in vitro de células eucariotas
gue se exponen a un compuesto de prueba con potencial actividad citotoxica y después
de un periodo de incubacién se mide un marcador para reflejar el nimero de células
muertas presentes en comparacion con un tratamiento control (74). Estos son capaces
de detectar mediante diferentes mecanismos celulares, los efectos citotoxicos, como las
interferencias que provocan el compuesto con la estructura y propiedades esenciales
para la supervivencia celular, ademéas pueden medir la tasa de proliferacion y las
funciones vitales de las células al determinar la integridad estructural de la membrana y
del citoplasma, la liberacion de enzimas, la adherencia celular, la produccion de ATP, la
produccién de coenzimas, la sintesis de ADN vy la actividad de absorcion de nucleétidos,
liberacion de constituyentes o productos celulares al medio y la regulacién iénica (75).
Una de las caracteristicas mas utilizadas para detectar a las células muertas es la
integridad de la membrana celular, con esta se puede detectar a las células que permiten
el movimiento de moléculas no permeables las cuales se pueden clasificar como células
no viables o muertas, para identificar o cuantificar a las células muertas se detectan estas
moléculas que sirven como indicadores de rompimiento de membrana e incluyen a
marcadores que existen en el citoplasma de las células viables, pero que se filtran al
medio de cultivo circundante. (76).

Los extractos vegetales son una fuente comun de compuestos bioactivos que se han
utilizado durante mucho tiempo en la medicina tradicional para tratar diversas
enfermedades. Por lo tanto, se han desarrollado varios tipos de ensayos para determinar
la actividad citotdxica de extractos vegetales contra diversas lineas celulares de cancer.
Algunos de los tipos mas comunes de ensayos de citotoxicidad se describen a
continuacion:

Ensayos de viabilidad celular con azul de tripano
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El ensayo de viabilidad celular con azul de tripano mide la cantidad de células viables
presentes en una muestra. El azul de tripano es un colorante que se une a las células
muertas o moribundas, lo que les da un color azul oscuro. Las células vivas no toman el
colorante y, por lo tanto, se pueden distinguir visualmente. Este ensayo es simple, rapido
y se puede realizar en un tubo de ensayo (77).

Ensayos MTT

Los ensayos MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) son una
forma popular de determinar la citotoxicidad. Estos ensayos miden la capacidad de una
sustancia para reducir el MTT, un compuesto soluble en agua que se convierte en un
precipitado insoluble de color purpura cuando se reduce. Las células viables convierten
el MTT en su forma reducida, mientras que las células muertas no lo hacen. Por lo tanto,
la cantidad de precipitado purpura producido se correlaciona con la cantidad de células
vivas en la muestra. Este ensayo es simple y se puede realizar en placas de mdultiples
pozos para cultivo celular (78).

Ensayos de muerte celular por liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)

Los ensayos de liberacion de LDH miden la cantidad de LDH liberada de las células
dafiadas. LDH es una enzima que se encuentra en la mayoria de las células del cuerpo
y se libera cuando las células estan dafiadas o mueren. Por lo tanto, si una sustancia es
citotoxica, se espera que cause la liberacion de LDH de las células afectadas. Este
ensayo es util para evaluar la muerte celular de manera cuantitativa y se puede realizar
en un plato de cultivo de células (79).

Ensayos de apoptosis

La apoptosis es una forma natural de muerte celular programada que ocurre en las
células normales y cancerosas. Los ensayos de apoptosis miden la cantidad de células
gue estan experimentando apoptosis después del tratamiento con una sustancia. Estos
ensayos utilizan métodos como la tincion con Hoechst o la deteccion de caspasa-3 activa
para identificar células apoptéticas. Estos ensayos pueden proporcionar informaciéon
sobre el mecanismo de muerte celular que se produce después del tratamiento con una
sustancia (80).

Segun el American National Cancer Institute (NCI), el criterio para determinar la actividad

citotoxica para extractos vegetales/crudos es con una ICso <20 pg/mL 0 10 uM tras 48 a
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72 h de incubacion (81). EI NCI considera un criterio de limite superior ICso de 30 pg/mL
como un extracto crudo prometedor para la purificacién. Sin embargo, otros autores
como Ayoub y colaboradores consideran que concentraciones mas altas de hasta 100
Hg/mL de extracto podrian ser efectivos como citotoxicos una vez fraccionado el extracto

e identificando el o los compuestos con dicha bioactividad (82).

243 METABOLITOS SECUNDARIOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD
ANTINEOPLASICA

Actualmente se han probado una enorme cantidad de compuestos fitoquimicos con
actividad antineoplésica en ensayos preclinicos (tanto in vitro como in vivo). Debido a los
buenos resultados en estos ensayos se han iniciado nuevos ensayos clinicos, para
estimar la idoneidad de los compuestos como posibles agentes quimioterapéuticos (83).
Algunos ejemplos destacados son los siguientes:

El acetato de geranilo y el geraniol (Fig. 7) son dos monoterpenos presentes en
innumerables especies de plantas los cuales exhibieron una actividad anticancerigena
significativa contra la linea celular de cancer de colon, colo-205, con valores de CI50 de
20 y 30 uM respectivamente. EI mecanismo de accion que mejor explica este efecto
citotoxico es la apoptosis mitocondrial la cual se asocid con la regulacion positiva de Bax
y la regulacién negativa de las expresiones de Bcl-2 (15).
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Figura 7. A) acetato de geranilo, B) geraniol, modificado de Qi, et al., 2018 (15)

La diosmetina (Fig. 8) es una aglicona derivada del flavonoide diosmina, este se
encuentra naturalmente en las hojas de Olea europaea y Vachellia farnesiana. Esta

molécula tiene una potente actividad citotoxica en células ACHN. EI mecanismo por el
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cual induce este efecto es via la apoptosis, al reducir la fosforilacion de AKT a través de
la regulacién positiva de p53 (17).

HO

HO 0
Figura 8. Diosmetina modificado de Mingning, et al., 2020 (17)

El kampferol (Fig. 9) es uno de los flavonoides mas comunes, que se encuentra en
diversas frutas y verduras, varios estudios clinicos han evaluado la relacién entre la
ingesta de flavonoides dietéticos y el cancer, mostrando resultados variables. Muchos
estudios no han informado de una relacién significativa entre la ingesta oral del

kaempferol y el riesgo de desarrollo de

OH

HO o)

|| OH

HO
Figura 9. Kampferol modificado de Rho, et al., 2011 (86)

cancer (14), sin embargo, algunos estudios clinicos han informado de una reduccién
significativa del cancer de ovario (84) y del riesgo de desarrollo de cancer de pancreas
en pacientes fumador es (85).

El acido betulinico (Fig. 10) es un triterpeno presente en varias plantas, que ha exhibido
efectos antineoplasicos significativos tanto in vitro como in vivo al manifestar citotoxicidad
en varias lineas celulares de cancer al suprimir el crecimiento de tumores (87),
mostrando un mayor efecto citotoxico en células cancerosas de melanoma (88). Existen
multiples mecanismos implicados en su actividad anticancerigena, siendo el mecanismo
mejor caracterizado la induccion de la apoptosis mediante la regulacion directa de la via

apoptotica mitocondrial (89).
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Figura 10. Acido betulinico modificado de Mukherjee, et al., 2006 (90)

La artemisinina (Fig. 11) es una lactona sesquiterpénica derivada de Artemisia annua, es
comunmente conocida por su actividad antipaltdica, sin embargo, estudios recientes han
demostrado que este compuesto tiene efecto citotoxico en células de melanoma humano
(91). Recientemente se ha descubierto que la artemisinina es capaz de inducir una forma
de muerte celular no apoptética dependiente del hierro llamada ferroptosis (92), sin
embargo, no solo la artemisinina sino también sus derivados semisintéticos (por ejemplo,
el artesunato) poseen importantes propiedades citotoxicas en células cancerosas de
mama, pulmén, pancreas y glioma (93).

Figura 11. Artemisina, modificado de Kong & Tan, 2015 (94)

2.5 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES COMO HERRAMIENTA PARA
LA PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Como se menciond anteriormente, el cultivo de tejidos vegetales es una técnica que
permite la propagacion y produccion masiva de plantas en condiciones controladas en el

laboratorio. Esta técnica ha demostrado ser muy util en la produccién de metabolitos
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secundarios. El proceso de producciéon de metabolitos secundarios a través del cultivo
de tejidos vegetales comienza con la seleccion de una planta fuente que produce el
compuesto de interés en cantidades limitadas o que es dificil de obtener mediante
meétodos convencionales. Se toma una pequefia muestra de tejido de la planta fuente
(explante), como una hoja o una raiz, y se coloca en un medio de cultivo estéril y nutritivo
gue contiene sales minerales, vitaminas, carbohidratos y reguladores de crecimiento

vegetal.

El explante se coloca en condiciones de cultivo controladas, como una camara de
crecimiento con temperatura, humedad y luz adecuadas. A partir de este explante, se
puede inducir la formacion de callos, masas de células indiferenciadas, que se pueden
manipular para producir los metabolitos deseados. Una vez que se ha establecido el
cultivo de callos, se pueden aplicar diferentes estrategias para aumentar la produccion
de metabolitos secundarios (95). Estas estrategias incluyen la optimizacién del medio de
cultivo, el ajuste de los niveles de reguladores de crecimiento vegetal, la aplicacion de
estrés fisico o quimico, y la utilizacién de técnicas de ingenieria genética para aumentar
la expresion de genes relacionados con la biosintesis de los metabolitos (96). Ademas,
se pueden utilizar otras técnicas de cultivo de tejidos, como la organogénesis y la
embriogénesis somatica, para producir estructuras vegetales completas, como brotes y

plantulas, que también son capaces de producir metabolitos secundarios (97).

Una vez que se ha logrado una produccion satisfactoria de metabolitos secundarios en
el cultivo de tejidos vegetales, se pueden realizar diferentes etapas de purificacion y
extraccion para obtener el compuesto en forma pura. Esto puede implicar el uso de
técnicas de cromatografia, como la cromatografia de capa fina y la cromatografia liquida

de alta resolucion, asi como técnicas de extraccion con disolventes orgénicos (98).

Las principales ventajas del cultivo in vitro sobre el cultivo convencional de plantas
radican en produccion controlada y sostenible, mayor rendimiento, obtencion de
metabolitos raros, manipulacién genética, reduccion de costos y tiempos de produccion,
y eliminacién de contaminantes. Estos beneficios hacen que esta técnica sea altamente
prometedora para diversas aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmeética,

alimentaria y agricola (99).
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Algunos ejemplos de metabolitos secundarios producidos mediante el cultivo de tejidos

vegetales incluyen:

e Alcaloides: Se han producido alcaloides como la vinblastina y la vincristina, que se
utilizan en el tratamiento del cancer, a partir del cultivo de células de C. roseus (100).

e Fenilpropanoides: Se ha producido el resveratrol, un compuesto con propiedades
antioxidantes y anticancerigenas, a partir del cultivo de células de Vitis vinifera (101).

e Terpenoides: Se han producido terpenoides como el taxol, un agente
guimioterapéutico utilizado en el tratamiento del cancer, a partir del cultivo de células
de T. cuspidata (102).

e Flavonoides: Se han producido flavonoides como la quercetina y el kaempferol, que
tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, a partir del cultivo de células de
diferentes especies vegetales (103).

2.6 CULTIVO IN VITRO PARA LA OBTENCIQN DE METABOLITOS
SECUNDARIOS CON ACTIVIDAD CITOTOXICA

Como se mencion6 anteriormente, existen productos naturales que constituyen una
proporcién considerable de los farmacos antineoplasicos disponibles comercialmente
(104). El consumo de estos farmacos ha llevado a una sobreexplotacion de las especies
gue son fuente de estos compuestos, dado que la obtencién convencional de los mismos
implica en la mayoria de las veces la extraccién directa del metabolito secundario de
interés, del 6rgano de la panta en donde mayor concentracion se tenga de este, por
ejemplo, para obtener 1kg de Taxol, se necesita la corteza de 1000 arboles de T.
brevifolia (105). Asimismo, para obtener 1g de vinblastina, se necesita media tonelada
de hojas secas de C. roseus (106). Esta sobreexplotacion ha ocasionado un grave
desequilibrio en la biodiversidad de estas plantas (107), por lo que se requieren de una
produccion continua, ecolégicamente sustentable y con altos rendimientos, lo cual se

puede lograr mediante el cultivo in vitro (108).
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Existen varios ejemplos de farmacos antineoplasicos producidos mediante técnicas de
cultivo in vitro, tal es el caso de la podofilotoxina, la cual se ha obtenido a partir de cultivos
de callos de P. peltatum, estudios realizados en la década de los 80°'s muestran una alta
acumulacion de podofilotoxina en el medio de Murashige y Skoog (MS) suplementado
con cinetina y &cido 2,4-diclorofenoxiacético (109). Estudios recientes muestran que al
agregar metiljasmonato (MeJA), una fitohormona enddgena especifica de las plantas que
regula la sintesis de metabolitos vegetales especializados (110), desencadena la via
biosintética de la podofilotoxina, y aunado a esto, también estimula la expresion génica
especifica que conduce a un mayor rendimiento de muchos compuestos
anticancerigenos. Mediante la obtencion de cultivos en suspension celular de la linea
celular de L. album 2-5 aH con metiljiasmonato, se estimula la acumulacion de
podofilotoxina alcanzando una concentracion de 7 mg/g de peso seco (111).

En este mismo contexto, se ha demostrado que el &cido salicilico actiia como elicitor
conduciendo a la produccién de metabolitos secundarios (112). Un estudio evidencio que
al utilizar acido salicilico como elicitor, la cantidad de taxol producido fue de 50 mg/L.
Ademas, combinando este tratamiento con la extraccidbn mediante bafio ultrasénico (40
kHz, 10 min) se logré aumentar sinérgicamente la produccion de taxol 14 veces mas que
los cultivos de control (113).

La produccion de camptotecina también se ha realizado mediante estas técnicas de
cultivo in vitro, a través del cultivo de raices adventicias de Ophiorrhiza prostrata
cultivadas a partir de hojas y entrenudos producen una mayor cantidad de camptotecina
en comparacion con el corte del tallo enraizado ex vitro (114). También se ha reportado
gue el acido salicilico como elicitor produce un aumento de 25 veces en los rendimientos
de 10-hidroxicamptotecina en cultivos en suspension de C. acuminata (115). Por otro
lado para la produccion de alcaloides de la vinka se han utilizado cultivos en suspension
de C. roseus y mediante la radiacion UV-B durante 5 minutos como elicitor abidtico se
ha logrado aumentar la concentraciébn de catarantina y vindolina en 3 y 12 veces

respectivamente (100).
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2.7 GENERO Acacia
Acacia farnesiana nombrada recientemente como Vachellia farnesiana (116), pertenece

al género Acacia el cual a su vez pertenece a la familia Fabaceae y se estima que hay
aproximadamente 1380 especies de este género distribuidas en todo el mundo
(117,118). Si bien la mayoria de las especies del género Acacia estan extendidas en las
partes cdlidas y &ridas del mundo, actualmente se le ha definido como un género

cosmopolita.

Las diferentes partes de las plantas de Acacia, como la corteza, las hojas, las flores y las
semillas, han sido utilizadas en la medicina tradicional de diversas culturas durante
siglos. Estos usos medicinales se deben a la presencia de varios compuestos bioactivos

en las plantas de Acacia, incluyendo taninos, flavonoides, alcaloides y saponinas (119).

Las propiedades medicinales de las especies de Acacia varian segun la region y la
especie especifica, pero se han informado diversos usos terapéuticos. Algunas de las
actividades farmacoldgicas y usos medicinales atribuidos a especies del género Acacia

son los siguientes:

e Propiedades antiinflamatorias: Algunas especies de Acacia han demostrado tener
propiedades antiinflamatorias, lo que las hace utiles en el tratamiento de

enfermedades inflamatorias como la artritis y las afecciones de la piel (120).

e Propiedades antimicrobianas: Se ha descubierto que ciertas especies de Acacia
poseen actividades antimicrobianas, lo que las hace efectivas contra bacterias,
hongos y parasitos. Estas propiedades pueden ser Utiles en el tratamiento de

infecciones y enfermedades causadas por microorganismos (121).

e Propiedades antioxidantes: Algunas especies de Acacia contienen compuestos
antioxidantes que pueden ayudar a proteger las células del dafio causado por los
radicales libres, lo que se ha asociado con la prevencion de enfermedades cronicas

y el envejecimiento (122).

e Efectos antidiabéticos: Algunas investigaciones han demostrado que ciertas especies
de Acacia pueden tener efectos antidiabéticos al ayudar a regular los niveles de
azucar en sangre. Esto las convierte en posibles candidatas para el tratamiento de la
diabetes (123).
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e Propiedades antitumorales: Algunos estudios han investigado el potencial de ciertas
especies de Acacia como agentes antitumorales. Se ha observado que ciertos
extractos de especies de Acacia tienen efectos citotoxicos sobre las células
cancerosas, lo que podria conducir a futuros desarrollos en el campo de la terapia
contra el cancer, dentro de estas especies se encuentran V. farnesiana (16), A.
nilotica (124), A. mellifera (125), A. pennatula (12) y A. macrostachya (126).

2.8 Vachellia farnesiana
Vachellia farnesiana también conocido como "arbol de agujas” o "acacia dulce", es bien

conocido por sus espinas y fragantes flores amarillas, utilizado frecuentemente como
fuente de ingredientes para la elaboracion de perfumes. V. farnesiana, es un arbol
perenne perteneciente a la familia de las leguminosas (Fabaceae). Es originaria de
Ameérica Central y del Sur, pero se ha introducido en muchas otras partes del mundo
debido a su valor ornamental y sus propiedades beneficiosas. Es una especie lefiosa de
tamafio mediano que alcanza alturas de 3 a 8 metros. Tiene un tronco ramificado con
una corteza lisa de color gris claro. Sus hojas son bipinnadas, lo que significa que estan
divididas en numerosos foliolos pequefios. Los foliolos son de color verde brillante y
tienen una forma oblonga (Fig 12). La especie es conocida por sus espinas afiladas que

se encuentran en las ramas y los tallos.
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Figura 12. A) Hojas y B) espinas de V. farnesiana. (fuente propia).
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Una de las caracteristicas mas distintivas de V. farnesiana es su fragancia. Las flores
amarillas pequefias y llamativas que produce la especie tienen un aroma dulce y
embriagador, similar al del jazmin. Estas flores se agrupan en racimos globosos y
aparecen a principios de la primavera, a medida que las flores se marchitan, dan lugar a

vainas largas y planas que contienen semillas de color marrén oscuro (Fig. 13).

Figura 13. A) Flores de Vachellia farnesiana. Foto de Wynn Anderson 2017. B) Vainas y semillas de
Vachellia farnesiana (Fuente propia).

Esta especie es conocida por su adaptabilidad y resistencia, y puede crecer en una
amplia variedad de suelos, incluyendo los secos y pobres en nutrientes. También es
tolerante a condiciones extremas como sequias y altas temperaturas. La especie crece
en climas calidos y semiaridos donde las temperaturas anuales promedio varian entre
15y 28°C. Se caracteriza por ser resistente a la sequia y prospera en una gran variedad
de suelos, desde arcillas pesadas hasta arenas, y en un amplio rango de pH. Sus
semillas miden de 6 a 8 mm de largo y son de color pardo-amarillentas, estas pueden

conservar su viabilidad durante 30 o mas afos (127).

En México, se le conoce comunmente como "huizache" y se distribuye de manera
heterogénea en toda la costa del pacifico, desde el sur de Sonora hasta Chiapas y de
manera discontinua en la costa del océano atlantico (Fig. 14), crece a una altitud de 36
a 1,500 msnm (128). Aunque también se le ha encontrado creciendo en laderas cubiertas

de matorral a 2400 metros de altitud en los municipios de Cuautitlan, Acolman,

1
JOSE ALEJANDRO DOMINGUEZ COLIN 39



Tepetlaztoc y Texcoco. Se la ha observado sobre todo en regiones que tienen hasta 900
mm de precipitacion anual (128).

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

MEXICO

GOLFO DE

Simbologia
REPUBLICA
DI
GUATEMALA

[ Areas potenciales

de distribuciéon

Il Presencia
Limite estatal etd
Limite internacional ¥ S F

Figura 14.Mapa de distribucion potencial de la especie Acacia farnesiana, (L.) Willd. (CONABIO, 2005).

Debido a su amplia distribucion, se pueden presentar diferencias morfologicas y de
concentracion de metabolitos secundarios entre individuos de diferentes sitios de colecta,
pues, existen variaciones ambientales que pueden influir en la morfologia de las plantas
y en la produccion de metabolitos secundarios. Por ejemplo, la disponibilidad de luz solar,
la temperatura, la humedad y la disponibilidad de nutrientes pueden afectar el
crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que se reflejard en su morfologia y en la
concentracion de metabolitos secundarios (129), ademas, Las interacciones con otros
organismos, como herbivoros, polinizadores, patégenos y competidores, pueden variar
en diferentes lugares. Estas interacciones pueden desencadenar respuestas
morfolégicas y metabdlicas en las plantas. Induciendo, por ejemplo, el desarrollo de
estructuras de floracion distintas para atraer a polinizadores especificos en diferentes

lugares, lo que a su vez puede afectar la produccién de metabolitos secundarios (130).
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Por sus caracteristicas de crecimiento, V. farnesiana se considera una planta util para la
reforestacion de tierras secas o degradadas, previene la erosion de suelos y ayuda a la
estabilizacion de dunas en desiertos extensos (131).

Esta especie ha sido utilizada ampliamente en la medicina tradicional; los extractos de
las flores se utilizan en remedios para los dolores de cabeza y en el tratamiento de
malestares estomacales, su fruto se usa para tratar la disenteria e inflamaciones en la
piel (12). La corteza del huizache es astringente y demulcente, y junto con las hojas y las
raices se utiliza con fines medicinales, las ramas lefiosas son utilizadas en la India como
cepillos de dientes. Las raices gomosas también se mastican para el dolor de garganta.
Se ha utilizado como antiespasmédico, afrodisiaco, astringente, estimulante y
demulcente, asi como para tratar diarreas, febriculas y el reumatismo (132). Hartwell
(1970) (13) menciona que la decoccion de la raiz, utilizada en bafios calientes, ayuda al
cancer de estdbmago, ademas se ha documentado que emplastes hechos de la pulpa,
disminuyen la severidad de tumores. Por otra parte, se ha demostrado la actividad
citotoxica del acido betulinico presentes en las raices de esta especie (16), esto contra
tres lineas celulares de cancer (Hep-G2, A549, Ca9-22), también el farnesol presente en
las flores y el geraniol presente tanto en hojas como en flores han demostrado esta
actividad contra células HeLa y Colo-205, respectivamente (133) (15); Otro estudio de
citotoxicidad realizado por Qiu en 2020 (15) reportd que la diosmetina, un flavonoide
presente en las hojas de V. farnesiana inhibié la viabilidad celular e indujo citotoxicidad

y apoptosis en células ACHN (132).

2.8.1 CULTIVO IN VITRO DEL GENERO Acacia

Diferentes especies del género Acacia han sido estudiadas y sometidas a las diferentes
técnicas englobadas en el cultivo de tejidos vegetales (Tabla 1). Morales, et al (2019)
(134), desarrollaron un protocolo de escarificacion y germinacion in vitro para semillas
de V. farnesiana, el cual consistié en sumergir las semillas en acido sulfurico concentrado
durante 1 hora, dando como resultado un 100% de germinacién a los dos dias de

iniciados los cultivos in vitro. Mittal (135) micropropag6 plantas de A. auriculiformes
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tomando como fuente de explantes yemas axilares de plantulas desarrolladas in vitro. El
tratamiento que generod la mayor cantidad de brotes fue el suplementado con leche de
coco (5-10%) y bencilaminopurina (BAP) (10 uM), mientras que, en la fase de
enraizamiento, la presencia en el medio de cultivo de los reguladores del crecimiento
acido indol-3-acético (AIA) o acido naftalenacético (ANA) (10 pM) produjeron el mayor
niamero de raices adventicias. Torres, et al (2013) (136), llevaron a cabo la
micropropagacion de A. mangium a partir de explantes obtenidos de brotes de plantas
de tres meses de edad mantenidas en invernadero, obteniendo el mayor nimero de
brotes al suplementar el medio de cultivo con 2,22 pM de 6-bencilaminopurina (BAP).
Rathore, et al (2012) (137), probaron diferentes concentraciones de reguladores del
crecimiento y la adicibn de aminoacidos para inducir embriogénesis somatica en A.
senegal. Los mejores resultados se obtuvieron al suplementar el medio de cultivo MS
con 0.45 pM de Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 2.32 uM de cinetina (KIN) y 15
mM de L-glutamina. Kaur, et al (2000) (138), describen un método para la propagacion
in vitro a partir de explantes nodales de A. catechu, obteniendo un maximo de 12 brotes

al utilizar medio MS suplementado con 1,5 mg/L de BAP y 1,5 mg/L de KIN.

Tabla 1. Cultivo de tejidos vegetales en plantas del género Acacia.

ESPECIE EXPLANTE RCV TRATAMIENTO MAS EXITOSO | REFERENCIA

A. farnesiana Explantes e BAP Medio basal semisolido MS Al-Joboury,
nodales suplementado con 1.0 mg/L de 2012 (139)

BAP para la obtencion de brotes
A. farnesiana Brotes e |BA Medio basal semisdlido MS Al-Joboury,
desarrolladosin | ¢ ANA | suplementado con 0,5 mg/L de 2012 (139)

vitro. IBA y 0,05 mg/L de ANA para la

produccién de raices
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A. farnesiana y A. Embriones KIN Medio basal semisolido MS Ortiz, et al.,
schaffneri cigéticos 2,4-D | suplementado con 9,05 pM de 2000(140)
inmaduros Acido 2, 4-D y 4,65 uM de cinetina
(KIN) para la produccion de
callos embriogénicos
A. mangium Brotes de BAP Medio semisoélido MS Torres, et al.,
plantas de tres suplementado con 2,22 uM de 2013(136)
meses de edad BAP para la obtencion de
mantenidas en brotes.
invernadero.
A. mangium Brotes ANA Medio semisélido MS Torres, et al.,
desarrollados in suplementado con 2,69 uM de 2013 (136)
vitro. ANA para la produccién de
raices
A. catechu Explantes KIN Medio semisélido MS Kaur & Kant,
nodales BAP suplementado con 1,5 mg/L de 2000 (138)
BAP y 1,5 mg/L de KIN para la
obtencién de brotes.
A. senegal Cotileddn KIN Medio semisolido MS J. S. Rathore,
inmaduro L-Glut | suplementado con 0,45 uM de 2, etal., 2012
2,4-D | 4-D, 2,32 uM de Kiny 15 mM de (237)
L-glutamina para la induccion de
la embriogénesis somatica
A. sinuata Hojas BAP Medio semisélido MS Vengadesan
2.4-D suplementado con 4,52 uM de etal.,, 2002
2,4-Dy 2,22 uM de BAP para la (141)
produccioén de callos
embriogénicos.
A. nilética Nédulo BAP Medio semisélido MS Dhabhai y
cotiledonario 2.4-D suplementado con 0.4 mg/L de Batra, 2010
2,4-D y 0.2 mg/L de BAP para la (142)
produccioén de callos
embriogénicos.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las principales patologias que afectan a la poblacion a nivel mundial,
siendo una de las principales causas de muerte tanto a nivel nacional como internacional.
A pesar de que actualmente se siguen desarrollando investigaciones enfocadas en la
formulacién de medicamentos que cada vez sean mas efectivos, rapidos, de facil
obtencion y por supuesto que sean asequibles para toda la poblacion, hasta el momento
no se han desarrollado y/o descubierto farmacos que manifiesten una baja toxicidad

subyacente, ademas de que su proceso de obtencion resulta complicado y por lo mismo
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costoso. Por ejemplo, las plantas estudiadas por su contenido de metabolitos
potencialmente citotoxicos presentan concentraciones muy pequefias de dichos
compuestos, sin considerar también las dificultades que presentan varias de estas
especies con respecto a su cultivo y en general al procedimiento “tradicional” seguido
para la obtencion de los metabolitos de interés. Es en este contexto que la produccion
de metabolitos secundarios mediante las tecnologias englobadas en el cultivo de tejidos
vegetales se viene presentando desde hace varias décadas como una alternativa
biotecnolégicamente viable, ademas de que dichas tecnologias no atentan contra la
biodiversidad y la densidad poblacional de las especies de interés.

Innumerables especies de plantas han demostrado ser una fuente natural de compuestos
bioactivos, en particular de metabolitos secundarios con actividad citotoxica, los cuales
constituyen una proporcion considerable de los farmacos antineoplasicos disponibles
comercialmente. En este sentido, V. farnesiana, ha sido reportada por su uso en la
medicina tradicional como tratamiento para distintos tipos de cancer, lo cual ha quedado
de manifiesto en diferentes investigaciones donde se han extraido compuestos de esta
especie y han sido probados en lineas celulares, cuyos resultados han sido positivos.
Esto ultimo coloca a esta especie como una fuente potencial de compuestos bioactivos
con actividad antineoplasica, de tal forma que el cultivo de tejidos vegetales puede ser
una alternativa para la obtencion de estos compuestos que permita una produccion

controlada y disminuir el uso de plantas de vida silvestre de esa especie.

4. HIPOTESIS

“Los cultivos de callo de V. farnesiana, retendran su capacidad natural de producir

metabolitos secundarios con potencial actividad citotdxica”.
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Establecimiento de cultivos in vitro de Vachellia farnesiana para la obtencion

de metabolitos secundarios con potencial actividad citotoxica

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer cultivos de callo de Vachellia farnesiana para la obtencion de metabolitos

secundarios con potencial actividad citotoxica.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Establecer cultivos asépticos de semillas de V. farnesiana de dos sitios de colecta.

II. Inducir callogénesis en V. farnesiana de dos sitios de colecta, evaluando
diferentes tipos de explantes y reguladores del crecimiento vegetal.

[ll.  Obtener extractos enriquecidos en alcaloides, terpenos y compuestos fendlicos a
partir de la biomasa generada in vitro y de hojas de ejemplares adultos de V.
farnesiana.

IV.  Determinar el contenido de alcaloides, terpenos y fenoles totales en los extractos
mediante espectrofotometria UV-Vis.

V. Determinar la actividad citotoxica de extractos crudos de hojas y cultivos in vitro

de V. farnesiana

6. METODOLOGIA
6.1 MATERIAL VEGETAL

Para el establecimiento de los cultivos asépticos se utilizaron semillas de V. farnesiana

(Fig. 12), las cuales se adquirieron en dos sitios de colecta diferentes: el primero se
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localizé en un vivero Huerta Amezquita del municipio de Ledn, Guanajuato, adquiriendo
las semillas directamente; por su parte el segundo punto de colecta comprendio el
municipio de San Juan del Rio, Querétaro, se colectaron semillas de individuos silvestres
creciendo en este lugar.

Ademas de las semillas, también se obtuvieron hojas de cada uno de los especimenes
de los cuales se recolectaron las semillas, las hojas (foliolos) serdn sometidas a un
analisis cualitativo y cuantitativo para alcaloides, el cual se describe mas adelante. Por
otra parte, también se colectaron ejemplares para herbario (tallo, hojas y flores), los que

se prensaron y enviaron al Herbario Medicinal del IMSS para su identificacion.

Figura 15. Semillas de V. farnesiana

6.2 ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS ASEPTICOS
6.2.1 Establecimiento del cultivo in vitro de semillas de Vachellia farnesiana

Las semillas fueron escarificadas quimicamente al ser sumergidas en acido sulfarico
concentrado, en agitacion constante por 1h (143). Posteriormente, las semillas se lavaron
5 veces con agua destilada estéril, seguido de un lavado con etanol al 70% (v/v) durante
30s, enseguida, las semillas se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio

(0.5%; v/v) por 15 min, retirando el exceso de cloro con lavados de agua destilada estéril

1
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(144). Las semillas desinfectadas fueron sembradas bajo condiciones asépticas en
campana de flujo laminar en tubos de cultivo conteniendo medio de cultivo MS a la mitad
de su concentracion (Anexo 1), suplementado solo con 10 g/L de sacarosay 2.7 g/L de
fitagel, el pH del medio de cultivo se ajusté a 5.75 + 0.5 con HCI 1M y NaOH 1M, para
posteriormente ser esterilizado a 121°C durante 15 min. Los cultivos fueron incubados
bajo un fotoperiodo de 16 h luz a 25 £ 2 °C. Los cultivos se monitorearon cada tercer dia,
registrando la emergencia de la radicula como indicativo de la germinacion, al término

de los 30d de cultivo se obtuvo el porcentaje y tiempo de germinacion.

6.2.2 Establecimiento de cultivos de callo

Los explantes a utilizar para el establecimiento de los cultivos de callo se tomaron de las
plantulas generadas in vitro a los 15d de cultivo. Se evaluaron los hipocotilos,
cotiledones, raices, y las primeras hojas verdaderas. Los diferentes explantes fueron
diseccionados de las plantulas en una solucién antioxidante (150 mg/L de &cido
ascorbico, 100 mg/L de acido citrico). Los explantes fueron sembrados en medio de
cultivo MS (145) suplementado con 30 g/L de sacarosa, antioxidantes (150 mg/L de &cido
ascorbico, 100 mg/L de acido citrico, 500 mg/L de PVP, 500 mg/L de carbdn activado) y
2.7 g/L de fitagel (Anexo 6), ademas se evaluaron diferentes concentraciones y
combinaciones de reguladores del crecimiento vegetal: acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (0.0 a 13.57 pM) en combinacién con cinetina (KIN) (0.0 a 4.64 uM) 6 6-
bencilaminopurina (BAP) (0.0 a 4.64 uM) (Tabla 2).

Los cultivos fueron incubados bajo un fotoperiodo de 16 h luz a 25 + 2 °C y a los 30d de
cultivo se determiné el porcentaje de induccién de callo en los explantes, asi como las
caracteristicas del callo formado: oxidacion, color y friabilidad.

Los callos obtenidos fueron subcultivados cada 30d para su proliferacion en el
tratamiento que resultd con el menor grado de oxidacion, el mayor porcentaje de

induccion y con alta friabilidad.

Tabla 2. Combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) para la induccion de callo; BAP, 6-
bencilaminopurina; 2,4-D, 2,4-diclorofenoxiacético y KIN, Cinetina.

KoDo 2,4-D
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BoDo 9.04 uM 13.57 uM

2.32 yM K2.32D9.04 K2.32D1357
Z
X 464 UM Ka.64Dg 04 Ks.64D1357
2.32 M B2.32Dg.04 B2.32D1357
i
0 4.64 uM B.64Dog 04 Ba64D1357

6.3 OBTENCION DE EXTRACTOS

Se tomd como fuente de biomasa las hojas de ejemplares adultos de V. farnesiana, al
igual que los callos obtenidos, ambas fuentes de biomasa fueron secadas por
liofilizacién. Las muestras secas fueron pulverizadas con ayuda de un mortero para
obtener un tamafio de particula uniforme.

Ambas biomasas secas y pulverizadas se mezclaron de manera independiente en etanol
en una proporcién 1:30 (m/v) y se mantuvieron en agitacion constante a 100 rpm durante
24 h. Posteriormente las muestras fueron colocadas en un bafio ultrasénico a 40 °C y 53
KHz durante 40 min. Transcurrido los 40 min, se recuperd el sobrenadante de las
muestras, las cuales pasan por un proceso de desengrasado, en un embudo de
separacion, empleando hexano en volimenes iguales, recuperandose la parte inferior
gue contiene el extracto etandlico. Los extractos fueron concentrados en rotavapor y
reconstituidos en agua, después se dio paso a una segunda particion en un embudo de
separacion para remover los compuestos mas polares, empleando cloroformo en
voliumenes iguales, colectandose la fraccion organica, este proceso se realizé por
triplicado y se mezclaron los extractos obtenidos, las mezclas fue concentradas al vacio.
Los extractos organicos pasaron por una tercera particion con una solucién al 1% de
NaCl para parcialmente remover los taninos, los extractos resultantes fueron
concentrados hasta sequedad y almacenados en frascos ambar a 4 °C, hasta su uso
(146).
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6.4 DETERMINACION DE ALCALOIDES, TERPENOS Y FENOLES

6.4.1 Analisis cualitativo de metabolitos secundarios

Para la determinacion cualitativa de alcaloides se realiz6 la prueba de Dragendorff (147).
Se adicionaron 3 gotas del reactivo de Dregendorff (Anexo 7) a 1 mL del extracto (1
mg/mL) previamente disuelta y acidificada (se evaporé el solvente en bafio de agua y el
residuo se resuspendié en 1mL de HCI 1%). La presencia de un precipitado café oscuro
indicé la presencia de alcaloides. Para la determinacion cualitativa de terpenos se utilizé
el reactivo de Liebermann-Burchard (148). Para lo cual se disolvi6 1 mg de la muestra
en 1 mL cloroformo y luego se le afiadieron unas gotas del reactivo (Anexo 8). La
presencia de un precipitado rojo-violeta indicé la presencia de terpenoides. Finalmente,
para determinar la presencia de fenoles se utilizé Cloruro Férrico agregando 3 gotas de
una solucién de tricloruro férrico al 5% a 1 mL del extracto (1 mg/mL). El desarrollo de

una coloracion rojo oscuro indico la presencia de compuestos fendlicos.

6.4.2 Analisis cuantitativo de alcaloides totales

La determinacién cuantitativa de alcaloides presentes en los extractos se realiz6 por la
reaccion con verde de bromocresol (BCG), de acuerdo con Shamsa et al (149). Previo al
analisis se prepararon soluciones de verde de bromocresol, solucién de acido citrico y el
buffer de fosfato acido (Anexo 9).

A partir de una solucion de atropina se construyd una curva patrén (Anexo 10). Para la
determinacién en los extractos, fueron transferidos 800 uL de cada extracto a un embudo
de separacion, al cual se le agregaron 5 mL de la solucién de verde de bromocresol y 5
mL de la solucién buffer de fosfato a pH 4.7. La mezcla se agito vigorosamente, y el
complejo formado fue extraido con cloroformo. Los extractos fueron recuperados en un
matraz aforado de 10 mL y se llevaron a ese volumen con cloroformo. Finalmente, las
absorbancias de las soluciones del material de referencia y del complejo en cloroformo
fueron medidas a una longitud de onda de 470 nm en un espectrofotometro (Thermo
Scientific- Genesis 10S UV-VIS). Los resultados fueron expresados como mg EA/g de

extracto seco.

6.4.3 Analisis cuantitativo de terpenos totales
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Se utilizé &cido ursolico como estandar en un rango de concentraciones (1 a 16 mg/L)
para crear una curva estandar (Anexo 11). Se afiadié acido sulftrico (1 mL) y reactivo de
vainillina-acido acético glacial (5%, 400 uL) a 100 pL de extracto (1 mg/mL). La mezcla
de reaccion se incubo a 70 °© C durante al menos 30 min. Posteriormente, se mezclo con
acido acético glacial (5 ml) y aforo a 10 mL, finalmente se midi6 la absorbancia de la
mezcla a 547 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific- Genesis 10S UV-VIS).

(150). Los resultados fueron expresados como mg EAU/g de extracto seco.

6.4.4 Analisis cuantitativo de fenoles totales

Se determiné el contenido de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu (FC)
de acuerdo con lo descrito por Singleton, et. al. (151), para lo cual se construy6 una curva
de concentraciones conocidas usando acido galico como estandar (Anexo 12), En tubos
eppendorf se colocaron 200 uL del extracto y se agregaron 100 L del reactivo de Folin-
Ciocalteu dejando reposar la mezcla en oscuridad por 8 min, posteriormente se
agregaron 200 pL de carbonato de sodio anhidro (14% p/v) y 1500 pL agua destilada, se
homogenizaron y se dejaron reposar una hora a temperatura ambiente y en obscuridad.
La absorbancia fue leida a 765 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific- Genesis
10S UV-VIS). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados

fueron expresados como mg EAG/g de extracto seco.

6.5 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

6.5.1 Mantenimiento y proliferaciéon de lalinea celular HeLa

La linea celular HelLa a estudiar se obtuvo por donacién del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal de la UAEMéx. Se realizé un pase en medio de
cultivo medio minimo esencial Eagel (EMEM) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (SFB), con la finalidad de detectar alguna sefial de contaminacion dejandolas en
cuarentena durante una semana (152). Al concluir el tiempo no se observaron sefiales
de contaminacion, por lo cual se procedio con la multiplicacion de la linea celular. Una
vez alcanzada una poblacion celular de 15 cajas T25 cada una con una confluencia del
80 %, se procedio a ultracongelar 3 millones de células en crioviales, con un total de 15

viales como banco de trabajo. La linea celular fue mantenida empleando medio EMEM,
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suplementado con 10 % de SFB, 2 mM de L—glutamina y 1% de aminoacidos no
esenciales, a 37°C, en una atmosfera de 5% de CO2 y un 90% de humedad relativa. El
subcultivo se realizé con 70% de confluencia celular, mediante el uso de tripsina en un

radio 1:10, con cambio de medio de cultivo cada 4 dias.

6.5.2 Preparacion de las multiplacas de 96 pozos

A partir de uno de los crioviales, se prepararon 3 cajas T25 con una confluencia del 80%
cada una, a las cuales se les realizé un conteo celular con el fin de determinar la
concentracion celular. Una vez determinada la concentracion, se preparé una suspension
celular con una concentracion final de 1x10% cel/mL con la cual se inoculo cada uno de
los pozos que se ocuparian para el ensayo, una vez sembradas, las células se dejaron
incubar durante 24 h antes de colocar los controles y los extractos a evaluar, pues al ser
células adherentes es necesario que recuperen su conformacion. Cada placa contenia 3
pozos blanco (sin células), 3 pozos como control negativo (células sin exposicion al
compuesto de prueba), 3 pozos como control positivo (células + 2 ng/mL de paclitaxel),
3 pozos como control del solvente utilizado para diluir el extracto y 4 pozos con las
diferentes concentraciones de los extractos a probar (1, 5, 10 y 50 yg/mL) (Fig. 13). Los
pozos no utilizados contenian buffer fosfato salino (PBS), con el fin de evitar la
evaporacion y para separar los pozos, evitando asi la influencia entre pozos vecinos. El
volumen final en cada pozo (150 uL) fue distribuido de la siguiente manera: 120 L de la

suspension celular + 30 pL de la solucién de extracto correspondiente.

6.5.3 Preparacion y adicion de los extractos al cultivo celular

Una vez obtenidos los extractos de la biomasa generada in vitro y la recolectada de vida
silvestre, se llevaron a sequedad, y posteriormente, el extracto fue resuspendido en
etanol a un volumen de 10 mL, a partir de esta solucion se ajusté hasta alcanzar una
concentracion de 10 mg/mL. A partir de esta solucion, se prepar6 una solucion stock de
los extractos a una concentracion de 1000 pg/mL disueltos en medio de cultivo celular
(EMEM+ SFB al 10%). Esta solucion fue filtrada (0.22 ym), a partir de esta solucién se
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realizaron diluciones seriadas para obtener las siguientes concentraciones: 1, 5, 10, y 50
pug/mL. Para el caso del control del solvente se emple6 como base una solucion al 90%
de etanol, tomando el volumen correspondiente a la concentracion mas alta de los

tratamientos empleados (45 pL) y diluyéndose en el medio de cultivo.

6.5.4 Ensayo con MTT

Una vez finalizado el tiempo de exposicion a los extractos (48 y 72 h), a cada pozo se le
agrego 15 L de la solucién del reactivo MTT (1:10; v/v), previamente filtrada (0.22 ym),
se agitaron a 600 rpm x 1min, y finalmente se incubaron durante 4 h a 37°C en la
incubadora de CO2. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retiré el medio de cultivo y
se disolvieron los cristales con 150 uL de alcohol isopropilico acidificado, pipeteando 2-
3 veces por pozo, iniciando con los pozos control. Finalmente, la placa se dejo reposar
por 10 minutos y se procedio a su lectura espectrofotométrica a 570 nm en un lector de
multiplacas Epoch (Biotek, Estados Unidos).
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Figura 16. Diagrama de carga de multiplaca de 86 pozos. Blanco (B), Control negativo (C-), Control
positivo (C+). T1: 1 yg/mL, T2: 5 ug/mL, Ts: 10 ug/mL, y Ta: 50 ug/mL. Extractos: Guanajuato Callo,
Querétaro Callo, Guanajuato Silvestre, l Querétaro Silvestre.

6.6 ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS
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Todos los experimentos y determinaciones fueron realizados por triplicado, los datos
resultantes fueron sujetos a un andlisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de

medias se hizo empleando la prueba de Tukey (p<0.05).

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL MATERIAL VEGETAL

Los especimenes colectados fueron identificados como V. farnesiana (L.) Wight & Arn.
Un ejemplar se queddé resguardado en el Herbario Medicinal del IMSS, pasando a formar
parte de la coleccién de dicho herbario. Se le asigné el nimero de registro 16997 (Fig.
17).

Herbario IMSS <herbaricimss@yahoo.com.mx> mig, 21dic 2022, 15:29 ¢ &
parami v

Buenas tardes, solo para proporcionarte el nimero de registro del material vegetal enviado
para su determinacién:

Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn. 16,9897
Reciba saludos.

Mtro. Santiago Xolalpa Molina
Encargado del Herbario Medicinal del IMSS.

Figura 17. Comprobante de identificacién y registro del material vegetal proporcionado por el Herbario
Medicinal del IMSS.

7.2 GERMINACION IN VITRO

Se ha reportado en diversos estudios que las semillas de las plantas leguminosas
registran un porcentaje de germinacion por debajo del 10% cuando no se aplica algun
tipo de escarificacion (152). En el presente trabajo se lograron establecer cultivos
asepticos de semillas de V. farnesiana, obteniéndose una germinacion mayor al 85%
para ambos sitios de colecta, dicho resultado se vio influenciado directamente por la
utilizacién de una escarificacion quimica con acido sulfarico concentrado (existen ciertos

tipos de semillas que poseen una cubierta impermeable al agua, lo cual impide la
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absorcibn de este componente indispensable para que comience el proceso de
germinacion).

A los 5 dias de incubacién de los cultivos se pudo observar la emergencia de la radicula
y de los cotiledones, a los 15 dias ya se contaba con plantulas totalmente desarrolladas
(Fig. 18), las mismas que fueron utilizadas como fuente de explantes para la induccion

de callogénesis.

Figura 18. Plantulas de V. farnesiana obtenidas in vitro A) 5 dias de cultivo y B) 15 dias de cultivo.

7.3 INDUCCION DE CALLO

7.3.1 Variedad Guanajuato

En todos los explantes evaluados se present6 formacion de callo, sin embargo, se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de induccion respecto al tipo de
explante utilizado (Fig. 19), siendo la hoja y el hipocotilo los explantes con un mayor
porcentaje de induccidon (92.5% y 85% respectivamente), mientras que la raiz fue el
explante con los porcentajes de induccibn mas bajos (65.6%) (Hoja = Hipocotilo =
Cotiled6n > Raiz).

En lo que respecta al efecto del regulador de crecimiento utilizado, no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de induccién de callo con respecto a la
citocinina utilizada (BAP=KIN> CONTROL), no obstante, se pudo observar que los
cultivos suplementados con BAP contenian una mayor cantidad de callo producido,
destacando las hojas, este explante presento formacion de callo en casi toda su
superficie, siendo el tratamiento Ba.esD1357, donde practicamente la totalidad del explante
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se transformé en callo, teniendo este una apariencia friable con una coloracion amarillo-

verdosa (Fig. 20).
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Figural9. Porcentaje de induccién de callo en diferentes explantes de plantulas de Vachellia farnesiana

derivadas de semillas provenientes de Guanajuato; tratadas con diferentes combinaciones de RCV. Los

datos representan el promedio de tres repeticiones + DS. Barras con distinta letra muestras diferencias
significativas, de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).

Figura 19. Cultivos de callos a partir de explantes de (a) Raiz, (b) Cotileddn, (c) Hipocétilo y (d) Hoja de
V. farnesiana del sitio de distribucién Guanajuato.

7.3.2 Variedad Querétaro

Se observo formacion de callo en todos los explantes evaluados, no encontrandose
diferencias significativas en el porcentaje de induccion con respecto al tipo de explante y
citocinina utilizada (Fig. 21), sin embargo, igual a lo observado con la variedad de
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Guanajuato, si se encontraron diferencias morfolégicas en los callos obtenidos, siendo
nuevamente las hojas los explantes que produjeron la mayor cantidad de callo (Fig. 22),
ademas de ser abundante, tenia apariencia friable y de color amarillo verdoso, estas
caracteristicas se presentaron nuevamente en los cultivos que contenian BAP, para este
caso en particular el tratamiento B232D1357 fue el que presento la mayor formacion de

callo.
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Figura 20. Porcentaje de induccidn de callo en diferentes explantes de plantulas de Vachellia farnesiana

derivadas de semillas provenientes de Querétaro; tratadas con diferentes combinaciones de RCV. Los

datos representan el promedio de tres repeticiones + DS. Barras con distinta letra muestras diferencias
significativas, de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).

Figura 21. Cultivos de callos a partir de explantes de (a) Raiz, (b) Cotileddn, (c) Hipocétilo y (d) Hoja de
V. farnesiana del sitio de distribucién Querétaro.

Los resultados obtenidos para la induccién de callo aqui reportados, son similares a los
registrados para otras especies del género Acacia, donde también las hojas resultaron

ser el explante con la mayor formacion de callo, en este sentido, Gantait et al., 2018 (153)
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describen como las hojas de las diferentes especies de Acacia son los tipos de explantes
que favorecen la mayor produccién de callo.

En el presente trabajo la utilizacion de hojas como explante dio como resultado
frecuencias de formacion de callo del 100% para ambas variedades, esto en el medio de
cultivo suplementado con BAP (4.64 uM) + 2,4-D (13.57 pM) para la variedad de
Guanajuato y con BAP (2.32 uM) + 2,4-D (13.57 uM) para la de Querétaro, estos valores
son mas altos que los reportados para embriones cigoéticos inmaduros de V. farnesiana
(90%) (140), destacando que en este trabajo se logré la induccion de callo con la
citocinina KIN. Por otra parte, Vengadesan et al., 2002 (141) obtuvieron un 100% de
calllogenesis en A. sinuata donde se indujo la formacion de callo a partir de explantes de
hoja sembrados en medio MS suplementado con 2,4-D (4,52 mM) y BAP (2,22 mM). Por
su parte Dhabhai y Batra, 2010 (142), lograron establecer cultivos de callo en A. nilética
a partir de explantes de nodulo cotiledonario en medio MS, suplementado con 2,4 D (0.4
mg/L) y BAP (0.2 mg/L).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, asi como los reportados en la literatura
indican que los reguladores del crecimiento vegetal utilizados con mayor frecuencia para
la induccién de callo en plantas leguminosas son la auxina 2,4-D y la citocinina BAP, sin
embargo, los resultados obtenidos en todos los casos parecen estar condicionados por
el tipo de explante y la especie bajo estudio, destacando en este contexto los explantes
foliares (hojas), el tejido que forma las hojas tiene una mayor capacidad de
desdiferenciacién, debido a que es un organo fotosintético y esta altamente
especializada para la captura de luz y la fotosintesis. Tiene una alta tasa metabdlica y
contiene células con cloroplastos (154), ademas tanto la hoja como el hipocdtilo
contienen células meristematicas, que son células indiferenciadas capaces de dividirse

y generar diferentes tipos de tejidos (155).

7.4 DETERMINACION DE ALCALOIDES

La prueba cualitativa de Dragendorf arrojo resultados positivos para la presencia de
alcaloides en los extractos de hoja y callo, esto para ambos sitios de colecta. Con
respecto a la determinacion del contenido, se encontro que las hojas de Querétaro

muestran un significativamente mayor contenido de alcaloides (339.6 + 21 mgEA/g
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extracto seco). Este contenido de alcaloides presentes en las hojas, resulto ser 1.83
veces mayor que el encontrado en los cultivos de callo (163.18 + 34 mgEA/g ES) (Fig.
29). Por otra parte, es de destacar que el analisis del contenido de alcaloides tomando
la zona de colecta como variable, no presento diferencias (Fig. 23).

Los resultados encontrados en el presente trabajo son similares a lo reportado por
Sparzak, et al., 2015 (156), donde los extractos de hoja de Phyllanthus glaucus contenian
una concentracion del alcaloide securinina 3.5 veces mayor (13.02 mg/g PS.) que los
brotes producidos en cultivos in vitro (3.56 mg/g PS). Mientras que Robins et al. 1987
(157), reportan que las células en suspension de Cinchona pubescens mantuvieron la
capacidad de sintesis del alcaloide quinina, aunque en menor proporcion que la
concentracion determinada en la corteza de especimenes adultos. Mientras que
Abd’quadri-Abojukoro et al. (2022) (158) reportan contenidos de alcaloides en extractos
de hojas de A. nilotica (132.36 + 2, mgEA/g), siendo menores a lo observado en el
presente trabajo, incluso en lo determinado en los extractos de callo, para ambas zonas
de distribucion.

También se ha reportado que el acido salicilico como elicitor produce un aumento en los
rendimientos de 10-hidroxicamptotecina de hasta 25 veces en cultivos en suspension de
C. acuminata (115). Por otro lado, para la produccion de alcaloides de la vinka se han
utilizado cultivos en suspensién de C. roseus y mediante la radiacion UV-B como elicitor
abidtico se ha logrado aumentar la concentracion de catarantina y vindolina, en 3y 12
veces, respectivamente (100).

El mayor contenido de alcaloides determinado en las hojas con respecto a lo mostrado
en los cultivos de callo puede deberse a la falta de diferenciacién celular en los cultivos
in vitro (7). Las células al diferenciarse adquieren una especializacion para la biosintesis
y acumulaciéon de metabolitos, lo que se asocia, entre otras cosas, a la presencia de
organulos especificos para este fin, como las vacuolas (159).

En la literatura también podemos encontrar trabajos donde se reporta un mayor
contenido de metabolitos en los cultivos in vitro con respecto a la biomasa de
especimenes silvestres, de invernaderos o viveros, tal es el caso del ensayo realizado

por Namdeo, Priya, y Bhosale (2012) (160) , donde el contenido maximo de camptotecina
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(0.0768 % p/p) se encontrd en plantas completas in vitro en comparacion con las plantas
de Ophiorrhiza mungos cultivadas ex vitro (0.0030 % p/p).
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Figura 22. Contenido de alcaloides totales en extractos cloroférmicos de hojas y callos de V. farnesiana
de dos zonas de distribucion. Los datos representan el promedio de tres repeticiones + DS. Barras con
distinta letra muestras diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

No obstante, de que se obtuvo menor contenido de alcaloides en la biomasa generada
in vitro que en la recolectada de vida silvestre, es destacable que los cultivos de callo
mantienen la capacidad de sintesis de este tipo de compuestos. Lo que hace que en este
cultivo puedan implementarse técnicas de elicitacion, lo que posibilita incrementar la
produccién de alcaloides en la biomasa generada mediante el cultivo in vitro. Se ha
reportado que el &cido salicilico como elicitor produce un aumento de 25 veces en los
rendimientos de 10-hidroxicamptotecina en cultivos en suspension de C. acuminata
(115). Asi mismo, para la produccién de alcaloides de la vinka se han utilizado cultivos
en suspension de C. roseus y mediante la radiacion UV-B durante 5 minutos como elicitor
abidtico se ha logrado aumentar la concentracién de catarantina y vindolina en 3y 12
veces respectivamente (100). Se ha reportado que este tipo de metabolitos, son los
responsables de la actividad citotoxica en muchas especies como lo son C. roseus (161),

C. acuminata (162) y Ochrosia elliptica (163).

7.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES
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La prueba del cloruro férrico arrojé resultados positivos para la presencia de fenoles en
los extractos de hoja y de callo de ambos sitios de distribucion. Por otro lado, la
determinacién cuantitativa de dichos metabolitos demostré que las hojas de Querétaro
muestran el significativamente mayor contenido de fenoles totales (158.41 + 13 mg
EAG/g ES) (Fig. 24). Este contenido de compuestos fendlicos fue 2.16 veces mayor que
la encontrada en los cultivos de callo (64.01 £ 3 mg EAG/g ES).
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Figura 23. Contenido de fenoles totales en extractos cloroférmicos de hojas y callos de V. farnesiana de
dos zonas de distribucién. Los datos representan el promedio de tres repeticiones + DS. Barras con
distinta letra muestras diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

Es importante mencionar que, para el callo generado, no se observaron diferencias en el
contenido de fendlicos totales respecto a la zona de distribucion, mientras que para las
hojas de especimenes adultos si hay deferencias respecto a la zona de distribucién (Fig.
24).

La mayor concentracion del contenido de fenoles totales en extractos de especimenes
adultos de vida silvestre en comparacion con los extractos de cultivo in vitro puede
atribuirse a las complejas interacciones entre las plantas y su entorno, las plantas que
crecen en la vida silvestre a menudo estan expuestas a una gama mas amplia de factores

estresantes ambientales, como la competencia con otras especies, cambios en la
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disponibilidad de agua y luz solar, y la presencia de herbivoros y patdgenos. Estos
factores pueden inducir una mayor produccion de fenoles como mecanismo de defensa,
ademas, los polimeros formados a partir de compuestos fendlicos vegetales en la pared
celular brindan soporte estructural y forman barreras para evitar la pérdida de humedad
y la invasion de patégenos (164).

Dentro de este contexto, la variabilidad en cuanto al contenido de fenoles por sitio de
distribucion en especimenes adultos se debe a una serie de factores, incluyendo las
condiciones ambientales y los factores genéticos, debido a que, al ser compuestos
secundarios producidos por las plantas como una respuesta a las condiciones
ambientales adversas, como la radiacion solar intensa, las temperaturas extremas, la
disponibilidad de agua y los ataques de patdgenos. Estas condiciones pueden variar de
un lugar a otro, o incluso recolectadas en diferentes estaciones del afio, lo que podria
influir en la produccion de fenoles y, por lo tanto, en su concentracion en las hojas.
Ademas, la composicion quimica de las plantas esta influenciada por su material
genético. Incluso dentro de una misma especie, puede haber variabilidad genética entre
diferentes individuos. Algunos individuos pueden tener una mayor capacidad para
producir fenoles en respuesta a factores ambientales, mientras que otros pueden tener
una respuesta mas limitada. (165).

Esta variabilidad se reduce ampliamente en el cultivo de tejidos, sin embargo, la
concentracion de fenoles totales puede ser menor en los cultivos de tejidos vegetales,
por lo que, para aumentar la concentracion de fenoles totales en los cultivos de tejidos
vegetales, se pueden aplicar diferentes estrategias, estas incluyen exponer las plantas a
estrés abidtico controlado, modificar la composiciéon del medio de cultivo afadiendo
precursores o inductores de la sintesis de fenoles, utilizar elicitores bibticos para
desencadenar respuestas de defensa en las plantas y emplear la manipulacién genética
para aumentar la produccion de fenoles (166).

Los resultados aqui presentados son similares a los reportadas por Gabr, et al., 2018
(167) en donde se determiné el contenido de fenoles totales de extractos de hojas y
vainas de diferentes especies del género Acacia recolectadas en Bilbeis, Egipto. Entre
las cuales se encuentra A. farnesiana con concentraciones de que varian entre 63.2 +

2.3 a 2479 + 3.5 mg EAG/g ES, en extractos de hojas recolectadas en diferentes
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estaciones del afio. Por otra parte las concentraciones obtenidas en la presente
investigacion resultaron ser menores que las reportadas por Ramli, et al., 2011 (168),
donde el contenido de fenoles totales en extracto de hojas de A. farnesiana fue 209,78 +
3 mg EAG/g ES.

La presencia de fenoles en los tejidos silvestres y los generados in vitro resulta de nuestro
particular interés, dado que se ha encontrado que entre otros metabolitos secundarios,
los fenoles presentes en V. farnesiana (169), son los responsables de la actividad

citotoxica de dicha especie.

7.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TRITERPENOS
TOTALES

Mediante la prueba de Liebermann—Burchard se determiné la presencia de triterpenos
en todos los extractos. En lo que respecta a la determinacion cuantitativa, se encontro
gue los callos generados de la variedad de Guanajuato mostraron el significativamente
mayor contenido de triterpenos totales (381.46 + 22 mgEAU/g ES), resultando este
contenido de triterpenos 1.63 veces mayor que el contenido registrado para las hojas
provenientes de especimenes adultos (225.9 + 25 mgEAU/g ES) (Fig. 25). Por otra parte,
es de destacar que el contenido de triterpenos no es significativamente diferente con
respecto a la zona de colecta (Fig. 25).

Los resultados encontrados en la presente investigacion son similares a los reportadas
por Taniguch, et al. (2002) (170), donde la cantidad total de triterpenos aislados en el
callo de Eriobotrya japonica alcanzé los 50 mg/g PS. En particular se reporta que el
contenido de acido ursolico y acido oleandlico fue menor en los tejidos del callo que en
las hojas de la planta de vida silvestre, mientras que el contenido de los triterpenos: acido
corosolico y el acido maslinico fue mayor los tejidos del callo (6.3 y 5.6 mg/g PS
respectivamente) que en las hojas de la planta de vida silvestre (0.8 y 4.6 mg/g PS
respectivamente). También se ha reportado un rendimiento de 3.1% de acido betulinico,
1.88% de acido oleandlico y 4.12% de acido ursolico por gramo de peso seco a partir de
extractos de cultivos de callo de Lantana camara, mientras que las hojas de la planta

madre, utilizadas como control, mostraron ausencia total de acido betulinico, y las
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cantidades de acidos oleandlico y ursdlico presentes en ellas fueron s6lo marginalmente

superiores a las encontradas en cultivos in vitro (171).
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Figura 24. Contenido de triterpenos totales en extractos cloroférmicos de hojas y callos de V. farnesiana
de dos zonas de distribucion. Los datos representan el promedio de tres repeticiones + DS. Barras con
distinta letra muestras diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

El mayor contenido de triterpenos totales encontrado en los cultivos de callo con respecto
a lo determinado en las hojas, se debe a que estos compuestos forman parte de procesos
celulares independientes de la especializacion del tejido (172) y sobre todo debido a que
son moléculas que forman parte integral de la membrana celular, al existir una mayor
tasa de multiplicacion que en las plantas de vida silvestre, también hay una mayor
sintesis de este tipo de compuestos para satisfacer las necesidades del conjunto de
células que forman el callo (173). Se ha reportado que este tipo de metabolitos, son los
responsables de la actividad citotéxica en V. farnesiana (174) , por lo que el hecho de
gue se tenga una mayor concentracion en los cultivos de callo que en las hojas de
ejemplares adultos es prometedor para la produccion controlada de este tipo de
metabolitos mediante el cultivo in vitro, sin embargo, es necesario realizar un

fraccionamiento de los extractos para la elucidacion de las moléculas especificas que
I ———
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estan produciendo la biomasa generada in vitro y asi determinar si estos compuestos en

especifico son los responsables de la actividad citotoxica.

7.7 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD

De manera generalizada, la viabilidad de las células HeLa expuestas a diferentes
concentraciones de los extractos de hoja y callo de los dos sitios de distribucion, mostro
una tendencia de disminucion de la proliferacion celular a las 48 y 72 horas con respecto
al grupo control (sin extracto), encontrandose un menor porcentaje de viabilidad en 72
horas que en 48 horas de exposicion, debido a que la actividad citotoxica depende del
tiempo de exposicion al compuesto o los compuestos bioactivos. También se utilizé como
control positivo al paclitaxel (4.27 ng/mL), teniendo una viabilidad celular ante esta
concentracion del 57.83 + 3.77 % para las 48 horas de exposicion al farmaco y de 46.15
+ 5.16 % para las 72 horas de exposicion.

Cabe destacar que se observé un efecto peculiar en la concentracion mas baja (5 ug/mL)
de los extractos de callo, para los dos sitios de colecta, encontrandose un aumento de la
viabilidad celular a las 48 h (118 + 1.6 %), paraddjicamente se produjo un mayor
crecimiento que el grupo control (Fig. 5 B-D). Este comportamiento se denomina
hormesis y es una respuesta adaptativa de las células y organismos a un impulso de
estrés moderado causado por el efecto citotoxico del extracto a bajas concentraciones
(175). Para el resto de las concentraciones evaluadas (10-100 pug/mL) bajo los dos
tiempos de exposicion, se observa un comportamiento dosis-dependiente, resultando en
una viabilidad inversamente proporcional a la concentracion del extracto, encontrdndose
un porcentaje de viabilidad menor a las 72 h (74.64 a 28.35 %).

(Fig. 26A-D). Mientras que, por el tipo de tejido (hojas vs callos), hay una menor viabilidad
celular (28.67 = 1.64 %) con los extractos de hoja sin importar la zona de distribucion.
Con los datos de viabilidad celular, se calcularon las ICso para los diferentes extractos,
encontrandose valores de ICso < 150 ug/mL. Siendo el extracto de hojas de ejemplares
adultos de Querétaro con la significativamente menor ICso (28.83 = 1.49 pg/mL).
Respecto al tipo de tejido vegetal, se observaron diferencias significativas, siendo los
extractos de hoja con los valores de ICso menores (28-32 ug/mL), mientras que, por el

sitio de distribucion, se encontré que Querétaro posee valores menores de ICso (28-43
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pug/mL), y finalmente, respecto al tiempo de exposicidn, a las 72 horas se observaron los
valores menores de ICso, siendo hasta 3.35 veces menores a lo determinado para las 48
horas (Tab. 3). Debido a la complejidad del extracto no es posible asegurar que tipo de
metabolito secundario tiene este efecto citotdxico, sin embargo, se puede encontrar una
relacion entre el alto contenido de alcaloides y fenoles totales en hojas y que en este
tejido se encontraron valores de ICso menores. Por lo que se puede atribuir la bioactividad

citotoxica a este tipo de metabolitos.

Tabla 3. Concentracion inhibitoria media de los extractos cloroférmicos de hoja y callo de Vachellia
farnesiana de dos sitios de distribucién, bajo dos tiempos de exposicion.

- Sitio de ICs0 48 h ICs0 72 h
Tejido o »
distribucion (ug/mL) (ug/mL)
Querétaro 88.47 +1.23¢ 28.83 +1.49¢
Hoja
Guanajuato 109.7 £ 0.86¢ 32.74 + 1.40¢
Querétaro 125.1 +1.11° 43.97 +1.88°
Callo
Guanajuato 150.4 £ 0.862 66.35 +1.412

Los datos representan el promedio de tres repeticiones + DS. Letras distintas en columnas muestran diferencias significativas de
acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).

Es importante recordar, que de acuerdo con el American National Cancer Institute (NCI),
valores de ICso menores a 30 pg/mL para extractos vegetales, se pueden considerar
como extractos crudos prometedores para la purificaciéon en la obtencion de nuevos
guimioterapéuticos (81). En este sentido, Ayoub, et al. (2014) (82), consideran que
concentraciones de hasta 100 pg/mL de extracto, pueden ser considerados como
citotoxicos, siempre y cuando se sometan a un fraccionamiento el extracto e identificando
y separando a los compuestos con dicha bioactividad.

Los resultados sobre citotoxicidad aqui reportados, son similares a los reportadas por
Twilley, et al. (2017) (176), donde se encontré una ICso de 54,40 £ 2,00 pg/mL en
extractos de hojas de A. mellifera, inclusive, en esta misma investigacion se encontro
una ICso mayor a la encontrada en el presente trabajo (185,00 + 0,40 pg/mL); estos

resultados fueron observados al probar ambas concentraciones de los extractos durante
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72 horas contra una linea celular HeLa. Asi mismo, se ha reportado que el acido
betulinico, un triterpeno aislado mediante fraccionamiento del extracto de la raiz de V.
farnesiana mostro una ICso de 1.70 + 0.04 pg/mL contra la linea celular A549 (174), sin
embargo, al tratarse de un compuesto aislado, la concentracion inhibitoria media es

mucho menor, pues, la cantidad necesaria para inducir un efecto citotoxico contra la linea
celular cancerosa es menor.

Hojas de vida silvestre Cultivos de callo
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Figura 25. Figura 5. Curvas dosis-respuesta de la viabilidad de células HelLa expuestas a diferentes
concentraciones de los extractos, derivadas de dos sitios de distribucién y dos tipos de tejido. A) G-hoja
silvestre, B) G- cultivos de callo, C) Q-hoja silvestre, D) Q-cultivos de callo. Los datos representan el
promedio de tres repeticiones + DS
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8. CONCLUSIONES

® Se establecio el cultivo aséptico de las semillas de V. farnesiana, empleando
escarificacion quimica con &cido sulfurico concentrado, obteniéndose una

germinacion mayor a 85 % para las semillas de ambos sitios de colecta.

® Eltipo de explante y RCV tienen influencia en la induccion de callo, siendo las hojas
donde se produce una mayor cantidad de callo friable y abundante bajo los RCV 4.64
UM de BAP + 13.57 uM de 2,4-D y 2.32 uM de BAP + 13.57 uM de 2,4-D, para la

variedad de Guanajuato y Querétaro, respectivamente.

® E| contenido de alcaloides y fenoles totales en la biomasa proveniente de la planta
madre es significativamente mayor que la concentracion en la biomasa generada in
vitro. Mientras que el contenido de triterpenos totales en la biomasa proveniente de
la planta madre es significativamente menor que la concentracion en la biomasa

generada in vitro.

® |os extractos de las cuatro fuentes de material vegetal mostraron citotoxicidad,
siendo significativamente mayor la reduccion en la viabilidad celular ante los extractos
obtenidos a partir de hojas de ejemplares adultos para ambos sitios de colecta,
determindndose una ICso de 32.74 pug/mL para Guanajuato y de 28.83 ug/mL para
Querétaro, a las 72 horas de exposicion, lo que permitiria clasificar a los extractos
como citotoxicos de acuerdo con el criterio del NCI. Por otro lado, si bien la
concentracion mostrada por los extractos obtenidos a partir de la biomasa producida
in vitro fue mayor al criterio propuesto por el NCI, es posible considerarlos como
citotoxicos una vez fraccionado el extracto e identificando los compuestos con dicha

bioactividad.
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9. PERSPECTIVAS

Establecer las condiciones para el cultivo en suspensién y evaluar diferentes elicitores
para incrementar la produccion de metabolitos secundarios con potencial actividad

citotoxica.

Realizar un fraccionamiento biodirigido mediante cromatografia en columna y
determinar el contenido de fenoles, alcaloides vy triterpenos totales en cada una de

las fracciones obtenidas.

Evaluar la actividad citotéxica mediante el ensayo de viabilidad celular MTT con las

fracciones.

Identificar y cuantificar mediante TLC y HPLC los compuestos que se encuentren en

las fracciones que hayan demostrado citotoxicidad.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog MS (1962).

MEDIO MS SUPLEMENTADO CON VITAMINAS Y ANTIOXIDANTES

NH4NOs 16500 1650
KNO3 19000 1900
CaCl,.2H,0 4400 440
MgS04.7H.0 3700 370
KH2PO, 1700 170

| veonwees | x| wome |
Kl 83 0.83
HsBOs 620 6.2
MnSO4.4H,0 2230 22.3

[
JOSE ALEJANDRO DOMINGUEZ COLIN 85



ZnS04.7H0 860 8.6
NaMoOs.2H,O 25 0.25
CuS04.5H0 25 0.03
CoCl,.6H20 25 0.03
Fe-EDTA 20 X 5 mL/L
NaEDTA.,H20 745 37.3
FeS04.7H20 557 27.8
Vitaminas 100 X 1 mL/L
Acido nicotinico 50 0.50
Piridoxina-HCI 50 0.50
Tiamina-HCI 10 0.10
Glicina 200 2.0
Mioinositol 10000 100

Antioxidantes

Concentracion en el medio de cultivo

(mg/L)
Acido citrico 100
Acido ascorbico 150
Polivinilpirrolidona (PVP) 500
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Anexo 2. Formulacién y preparacion de solucion stock de macronutrientes MS x
10

Para obtener un litro de dicha solucion, llénese un matraz Erlenmeyer de 2 litros con 500
mililitros de agua destilada. A continuacion, afiadase cada uno de sus componentes uno

a uno, disolviéndose totalmente antes de afiadir el siguiente:

Sustancia Peso (en gramos)
NHsNO3 16.5
KNOs 19.0
CaCl, *2H,0 4.4
MgSO, * 7H,0 3.7
KH2PO4 1.7

Para finalizar, bastara con verter el contenido en un matraz aforado de un litro, aforar con
agua destilada, trasladar la solucién a su recipiente definitivo; de preferencia de vidrio
ambar y agitarlo.

Esta solucion debe guardarse a 4°C.
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Anexo 3. Formulacién y preparaciéon de solucion stock de micronutrientes MS x
100

Para obtener un litro de dicha solucion: llenar un matraz Erlenmeyer de un litro con 500
mililitros de agua destilada. A continuacion, afiadir cada uno de los componentes uno a
uno, disolviéndose totalmente antes de afiadir el siguiente:

Sustancia Peso (en miligramos)
MnSO, +4H,0 2230.0
ZnS0O4 *7H,0 860.0
HsBOs3 620.0
Kl 83.0
Na:MoO, *2H-.0 25.0
CuS0; *5H,0 2.5
CoCl; *6H20 2.5

Para terminar, proceder del mismo modo que con la solucion STOCK de
Macronutrientes; especificada en el Anexo 2.
Esta solucién también debe almacenarse a 4°C.
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Anexo 4. formulacion y preparacion de solucion stock de hierro MS x 200

Para obtener 100 mililitros de dicha solucion deben seguirse los pasos siguientes:

1. Calentar aproximadamente 50 mililitros de agua destilada en una patrrilla eléctrica.

2. Cuando el agua esté templada, afiadir 556 miligramos de FeSO4+7H:0.

3. Una vez que se haya disuelto el producto anterior, agregar 744 miligramos de
NaEDTA-H20.

4. A continuacién, afiadir una lenteja de NaOH.

5. Yadisueltos todos los componentes, verter el contenido en un matraz aforado de 100
mililitros, aforrar con agua destilada, trasladar la solucién a su envase definitivo; de
vidrio color ambar, y etiquetar debidamente.

Esta solucion se almacena a 4° C.
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Anexo 5. Formulacién y preparacion de solucion stock de vitaminas y myo-
inositol MS x 200

Para obtener 100 mililitros de dicha solucién, llenar un matraz Erlenmeyer de 100
mililitros con aproximadamente 50 mililitros de agua destilada y afiadir uno a uno, hasta

su total disolucion, los componentes presentados a continuacion:

Sustancia Peso (en miligramos)
Myo-inositol 2000.0
Acido nicotinico 10.0
Piridoxina *HCI 10.0
Tiamina *HCI 2.0
Glicina 40.0

A continuacién, verter el contenido en un matraz aforado de 100 mililitros, aforar con

agua destilada, llenar el recipiente definitivo con la solucién; de vidrio color ambar, y
etiquetarlo correctamente.

La soluciéon Stock de Vitaminas debe almacenarse a 4° C.
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Anexo 6. Formulacion y preparacion del medio de cultivo MS base sin RCV (en
agua destilada, para un litro)

Para obtener un litro de este medio de cultivo, disolver uno a uno los componentes
especificados en aproximadamente 500 mililitros de agua destilada colocada en un

matraz Erlenmeyer de 2 litros, excepto por el Phytagel.

Sustancia Cantidad o

Solucion STOCK de Macronutrientes MS x 10 (Anexo 2) 100 mL
Solucion STOCK de Micronutrientes MS x 100 (Anexo 3) 1mL
Solucion STOCK de Vitaminas y Myo- inositol MS x 200 (Anexo 5) 1mL
Solucion STOCK de Hierro MS x 200 (Anexo 4) 5mL
Sacarosa 3049

Acido citrico 100 mg

Acido ascérbico 150 mg

Polivinilpirrolidona (PVP) 500 mg
Phytagel 2749

importante establecer el pH del medio entre 5.7 y 5.8.

Después de establecer el pH, se vierte el contenido en un matraz aforado de un litro se
afora con agua destilada. Posteriormente, se regresa el volumen aforado al matraz
Erlenmeyer de 2 litros y se calienta en parrilla eléctrica en continua agitacion,
simultdneamente se afiade el Phytagel.

Después de dos minutos de ebullicibn del medio, que debera tener una apariencia
transparente, se retira del calor y se vierte en los recipientes definitivos, que

posteriormente se deberan esterilizar en autoclave.
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Anexo 7. Formulacion y preparacién del Reactivo de Dragendorff:
En un matraz Erlenmeyer de 125mL disolver 8g de nitrato de bismuto pentahidratado con

20mL de acido nitrico (cuya densidad sea de 1.18 g/mL, al 30%). En otro matraz colocar
27.2g de yoduro de potasio con 50mL de agua. Mezclar las dos soluciones y dejarlas en

reposo durante al menos 24 horas.

Anexo 8. Procedimiento para el ensayo de Liebermann- Burchard
Esta reaccion se realiza agregando cada uno de los reactivos que se describen a

continuacion: Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1ml de cloroformo. Se adiciona
1ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo se dejan correr 2-3 gotas
de &cido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio de
coloracion:

1. Rosado- azul, muy rapido.

2. Verde intenso, visible, aunque rapido.

3. Verde oscuro- negro, final de la reaccion.

Esta reaccion también se emplea para diferenciar las estructuras esteroidales de las
triterpénicas, las primeras producen coloraciones que van desde azul a azul verdoso,
mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas coloraciones
pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y esteroides

saturados que puedan estar presentes.
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Anexo 9. Formulacion y preparacion de solucion del buffer de fosfatos (pH 4.7) y
la solucién de Verde de Bromocresol (BCG)

1. Solucion de verde de bromocresol: se pesaron 68.9 mg de verde de bromocresol

(BCG) y se mezclaron con 3 mL de una solucion de NaOH 2M, hasta que esté
completamente disuelto. La solucién se lleva a un volumen de 1000 mL.

2. Solucion de acido citrico 0.2 mol/L: se pesaron 42.02 g de &cido citrico monohidratado

y se disolvieron en agua destilada. Se llevaron a un volumen de 1L.

3. Solucién de buffer de fosfato acido de sodio a pH 4.7: se pesaron 71.6 g de NazHPO4

y se disolvieron en agua destilada aforando a un litro, y se ajusto el pH con la solucién

0.2 mol/L de acido citrico hasta llegar a un pH de 4.7.
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Anexo 10. Curva de calibracion con atropina para la cuantificacion de alcaloides
totales

La cuantificacion de alcaloides presentes en los extractos se realiz6 mediante la reaccion
con verde de bromocresol (BCG) (148).

A partir de un vial de atropina (1 mg/mL) (PISA FARMACEUTICA), se preparé una
dilucién con agua destilada, llevando la disolucion a 10 mL. Teniendo una concentracion

final de 0.1 mg/mL de Atropina.

No. De muestra Concentracion de atropina (mg/ml) Solucién de 0.1
mg/ml de atropina
(ml)
BLANCO 0 0

1 0.005 0.5
2 0,008 0.8
3 0,01 1.0
4 0,012 1.2
5 0,015 15
6 0.02 2.0

Para la preparacion de la curva de calibracidn se sigui6 la siguiente secuencia:

1.- Agregar el volumen (uL) de la concentracion correspondiente de la solucién de
atropina y agua en un embudo de separacion.

2.- Después, agregar 5 mL de una solucion de buffer de fosfatos (pH 4.7) y 5 mL de una
solucion de BCG. (Anexo 7)

3.- Se agregan diferentes voliumenes de cloroformo (1, 2, 3y 4 mL) y en cada alicuota
agregada se extrae la fase organica mediante agitacion.

4.- Los extractos se recolectan en un matraz volumétrico de 10 ml y posteriormente se
ajusta el volumen con cloroformo.

5.- La absorbancia del complejo en cloroformo se mide a 470 nm contra blanco de

preparado de igual forma, pero sin atropina.
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Para la cuantificacion de alcaloides en las muestras de V. farnesiana, se tomaron 200 pL
del extracto cloroformico de la planta y se realizé el mismo procedimiento que para la

obtencioén de la curva de calibracion.

Alcaloides Totales

03
0.25
0.2
©
(&)
c
©
S 015
2
Q2
2 y = 14.618x - 0.022
0.1 R2 = 0.9907
0.05
0
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Concentracién (mgEA/mL)

La ecuacioén resultante del modelo lineal fue utilizada para el célculo del contenido de

alcaloides.

mg equivalentes de atropina (mgeEA/mL) = ((ABS + b) /m) *FD

Donde:

ABS: Absorbancia

b: ordenada al origen
m: pendiente

FD: factor de dilucion.

1
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Anexo 11. Curva de calibracion con &cido ursélico para la determinacion de
triterpenos

La cuantificacion de triterpenos presentes en los extractos se realiz6 por la reaccion con
Vainillina (149).

Se prepara una solucién con acido ursolico y metanol, llevando la disolucién a 10 mL.

Teniendo una concentracion final de 0.2 mg/mL de &cido ursalico.

No. De muestra Concentracion de acido ursdlico (ug/mL) Solucién de 0.2
mg/ml de acido
ursélico (ml)

BLANCO 0 0
1 2 0,1
2 4 0,2
3 8 0,4
4 12 0,6
5 16 0,8

Para la obtencién de la curva de calibracion se siguié el siguiente procedimiento:

1.- Agregar el volumen (uL) de la concentracion correspondiente de la solucion de acido
ursélico en un tubo de ensayo.

2.- Se agrega 1 mL acido sulfurico y 400 pyL de una solucion de vainillina-acido acético
glacial (5%) a la muestra del extracto. La mezcla de reaccion se incuba a 70°C durante
35 min.

4.- Posteriormente, se agregan 5 ml con &cido acético glacial y se se recolecta la mezcla
en un matraz volumétrico de 10 ml y se ajusta el volumen con &cido acético glacial.

5.- Finalmente se mide la absorbancia de la mezcla a 547 nm contra un blanco preparado
de igual forma, pero sin acido ursdélico.

Para la cuantificacion de triterpenos en las muestras de V. farnesiana, se tomaron

100 uL del extracto cloroférmico y se realizé el mismo procedimiento aplicado para la

obtencién de la curva de calibracion.
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Triterpenos totales

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorbancia

y =0.0542x + 0.018
R?=0.9993

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Concentracién (LgEAU/mL)

La ecuacion resultante del modelo lineal fue utilizada para el calculo del contenido de

triterpenos totales.

mg equivalentes de acido ursolico (W.gEAU/mL) = ((ABS + b) /m) *FD

Donde:

ABS: Absorbancia

b: ordenada al origen
m: pendiente

FD: factor de dilucion

1
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Anexo 12. Curva de calibracién con acido gélico para la cuantificacién de fenoles
totales

La cuantificacion de fenoles presentes en los extractos se realiz6 mediante la reaccion
con el reactivo de Folin-Cioucalteu (177).
Se prepara una solucion con acido galico y agua destilada, llevando la disolucion a 10

mL. Teniendo una concentracion final de 0.1 mg/mL de Acido galico.

No. De embudo Concentracion de Solucién de 0.1 mg/ml de Agua destilada
acido galico (mg/ml) acido galico (ul) (uh
BLANCO 0 0 200
1 0.02 40 160
2 0.04 80 120
3 0.06 120 80
4 0.08 160 40
5 0.1 200 0

Para la obtencion de la curva de calibracidn se siguen los siguientes pasos:

1. Agregar el volumen (uL) de la concentracidn correspondiente de acido galico y agua
en un tubo de ensayo.

2. Anadir 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteau.

3. Homogeneizar con ayuda de vOrtex y reposar por 8 min en oscuridad.

4. Colocar 200 L de carbonato de sodio anhidro al 14% (p/v) y 1500 uL de agua
destilada a cada tubo.

5. Homogeneizar con vortex.

6. Dejar reposar en oscuridad a temperatura ambiente por una hora.

7. Leer la absorbancia a 760 nm en espectrofotémetro UV-VIS.

Para la determinacién en las muestras, se tomd una alicuota de 200 pL del extracto
obtenido y se realizé el mismo procedimiento seguido para los puntos de la curva de

calibracion.
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Fenoles totales
1.400
1.200
1.000
0.800

0.600

Absorbancia

0.400 y=12.8x +0.0149
R?=0.9994

0.200

0.000
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion (mgEAG/mL)

La ecuacion resultante del modelo lineal fue utilizada para el célculo del contenido de

fenoles totales.

mg equivalentes de Acido galico (NgEAG/mL) = ((ABS + b)/m)* FD
Donde

ABS: Absorbancia

b = ordenada al origen

m = pendiente

FD = factor de dilucion

1
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Anexo 13. Presentacion de cartel en el XLIIl Encuentro Nacional de la AMIDIQ

AMIDIOQ

Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C.
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