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Resumen

En la actualidad y desde tiempos remotos, el uso de plantas medicinales ha constituido un
recurso de gran importancia para aliviar diversos problemas de salud y en algunos casos
coadyuvan en los tratamientos alopaticos, por lo que constituye una alternativa ampliamente
utilizada por la poblacion. Ademads, el elevado costo de los farmacos convencionales, los
severos efectos secundarios y/o adversos que estos provocan, aunado a la resistencia que han
desarrollado los microorganismos, hacen de las plantas medicinales una fuente accesible y
economica de remedios para los sectores poblacionales mas vulnerables y de bajo nivel
economico. En este contexto, Cnidoscolus chayamansa conocida como "chaya", es empleada
principalmente como alimento en el sureste de México por su alto valor nutricional; ademas,
posee diversos usos etnomedicinales: para tratar diabetes, reumatismo, trastornos
gastrointestinales, problemas renales y antihipertensivo. Las hojas de C. chayamansa
contienen proteinas, vitaminas, minerales, aminoacidos, dcidos grasos, flavonas y glucésidos
cianogénicos. Por otro lado, las principales actividades biologicas reportadas son:
antioxidante, hipoglucemiante, antiinflamatoria, hepatoprotectora, cardioprotectora, e
hipocolesterolemiante. Por lo anterior se propuso utilizar una herramienta biotecnologia para

la optimizacion de compuestos con actividad biologica, principalmente la antiinflamatoria.

En el capitulo I se describe la adaptacion de C. chayamansa y la obtencion de explantes
asépticos. Se realizo la obtencion de callos con ayuda de distintos reguladores del crecimiento
vegetal (RCV), mezclando una auxina con una citoquinina, como resultado a lo anterior, se
obtuvieron callos con mejor morfologia utilizando la mezcla de ANA (5 mg/L) + BAP (2.5
mg/L).

Posteriormente en el capitulo II se utiliz6 la combinacion de ANA (5 mg/L) + BAP (2.5
mg/L) para la obtencion del cultivo de células en suspension; realizando una cinética de
crecimiento celular de la cual se obtuvieron los siguientes parametros: 1) velocidad de
crecimiento (1 = 0.078d™1); 2) tiempo de duplicacion celular (td = 8.8 d); 3) biomasa
maxima (b4, = 8.98 + 0.02 g/L); 4) indice de crecimiento (IC = 6.23 + 0.056 g/L). Se
identific6 que en el dia 40 pos-cultivo se concentraba la mayor cantidad de metabolitos
secundarios, posteriormente se realizo el extracto CHCl3:MeOH y se denominé ANB. Por
cromatografia en capa fina (ccf) se detect6 escopoletina (SCO), B-sitosterol, acetato de lupeol

(AL), acetato de moretenol y otros triterpenos en el extracto ANB y por HPLC se identifico
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acido cafeico, acido fertlico, acido cindmico, quercetina y se cuantificd a-amirina (82.83
mg/g ANB de peso seco), acetato de B-amirina (82.31 mg/g ANB de peso seco), SCO (38.88
mg/g ANB de peso seco) y AL (38.1 mg/g ANB de peso seco).

En el capitulo III se describe la actividad antioxidante, antibacterial y antiinflamatoria del
extracto ANB, dando como resultados un valor de Clso0=16.60 mg/mL para el potencial
antioxidante in-vitro. Por otro lado, se evalud la actividad antibacteriana y el extracto ANB
fue moderadamente activo contra tres cepas: S. aureus (ATCC 23,235) S. coagulasa (ATCC
93,410) y C. albicans (ATCC 10,231). El extracto ANB mostr6 una actividad
antiinflamatoria mayor a la ya reportada previamente para el extracto de la planta silvestre
en el modelo de inflamacion aguda sistémica (carragenina) mostrando una DEsy =223.87
mg/kg, mientras que para el modelo de inflamacién aguda topica la DEso fue de 0.48
mg/oreja. En cuanto a la actividad antiinflamatoria crdénica se evalud en el modelo cronico
de TPA. Se utilizd6 como firmaco de referencia indometacina a la dosis de 8 mg/kg y el
extracto ANB a la dosis efectiva media calculada previamentepara el modelo agudo de
carragenina en donde el extracto se administro via intragastrica (225 mg/kg), observando una
diminucioén en el peso corporal en todos los tratamientos, asi como una disminucién en el
tamano de las orejas en el grupo control TPA + ANB. Por ultimo, se midio la actividad de la
enzima mieloperoxidasa, la cual fue inhibida en un 34.55% en el grupo tratado con el extracto

ANB, similar al mostrado por el farmaco de referencia (40.02%).
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Abstract

Nowadays and since ancient times, the use of medicinal plants has been a resource of great
importance to treat various health problems and in some cases, they contribute to allopathic
treatments, so it is an alternative widely used by the population. In addition, the high cost of
conventional drugs, the severe side and/or adverse effects they cause, coupled with the
resistance that microorganisms have developed, make medicinal plants an accessible and
economical source of remedies for the most vulnerable and low-economic population sectors.
In this context, Cnidoscolus chayamansa known as "chaya", is mainly used as food in
southeastern México for its high nutritional value; In addition, it has various ethnomedicinal
uses, to treat diabetes, rheumatism, gastrointestinal disorders, kidney problems and
antihypertensives. The leaves of C. chayamansa contain proteins, vitamins, minerals, amino
acids, fatty acids, flavones and cyanogenic glycosides. On the other hand, its main biological
activities reported are antioxidant, hypoglycemic, anti-inflammatory, hepatoprotective,
cardioprotective, and hypocholesterolemic. Therefore, it was proposed to use a
biotechnology tool for the optimization of compounds with biological activity, mainly the
anti-inflammatory.

Chapter I describes the adaptation of C. chayamansa and obtaining aseptic explants. Calluses
were obtained with the help of different plant growth regulators (PGRs), mixing an auxin
with a cytokinin, as a result of the above, corns with better morphology were obtained using
the mixture of ANA (5 mg/L) + BAP (2.5 mg/L).

Later in Chapter II the combination of ANA (5 mg/L) + BAP (2.5 mg/L) was used to obtain
the culture of cells in suspension; performing a cell growth kinetics from which the following
parameters were obtained: 1) growth rate (u = 0.078d™1); 2) cell doubling time (td =
8.8 d); 3) maximum biomass (b4, = 8.98 +0.02 g/L); 4) growth rate (GI = 6.23 +
0.056 g/L). It was identified that on day 40 post culture the greatest amount of secondary
metabolites was concentrated, subsequently the CHCl;: MeOH extract was made and called
ANB. SCO, B-sitosterol, AL, moretenol acetate and other triterpenes in the ANB extract were
detected by TLC and by HPLC, caffeic acid, ferulic acid, cinnamic acid, quercetin and
quantify a-amirin (82.83 mg/g ANB DW) were identified, f-amirin acetate (82.31 mg/g ANB
DW), scopoletin (SCO) (38.88 mg/g ANB DW) and lupeol acetate (LA) (38.1 mg/g ANB

DW).
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Finally, in the chapter III describes the antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory
activity of the ANB extract, resulting in an ICso value of 16.60 mg/mL for the antioxidant
potential in vitro. On the other hand, the antibacterial activity was evaluated and the ANB
extract was moderately active against three S. aureus (ATCC 23,235) S. coagulase (ATCC
93, 410) and C. albicans (ATCC 10,231) strains. The ANB extract showed a greater anti-
inflammatory activity than the one already reported previously for the wild plant extract in
the systemic acute inflammation model (carrageenan) showing an EDso = 223.87 mg/kg,
while for the topical acute inflammation model (TPA) the EDso was 0.48 mg/ear. Regarding
the chronic anti-inflammatory activity evaluation, it was performed with the chronic model
of TPA. A reference drug (indomethacin) was used at the dose of 8§ mg/kg and the ANB
extract at the average effective dose previously calculated in the acute carrageenan model
where the extract was administered intragastrical (225 mg/kg), observing a decrease in body
weight in all treatments, as well as a decrease in the size of the ears in the TPA+ ANB control
group. Finally, the activity of the myeloperoxidase enzyme was also measured, which was
inhibited in 34.55% in the group treated with the ANB extract, similar to that shown by the
reference drug (40.02%).

13
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Introduccion
Las plantas medicinales utilizadas por la industria farmacéutica como fuente de materia

prima para el desarrollo y obtencion de farmacos y fitofarmacos tienen distintas limitantes;
en ocasiones su crecimiento s6lo es en ciertas épocas del afio y se localizan en zonas
geograficas especificas ademds que por la sobreexplotacion algunas especies se encuentran
ya en peligro de extincion, como en el caso de las plantas endémicas; otros factores que
limitan la disponibilidad de este recurso es el tiempo de crecimiento y la alta y creciente
urbanizacion, el bajo rendimiento de los extractos obtenidos de ellas, asi como las bajas
concentraciones de sus metabolitos secundarios bio-activos. Algunas especies vegetales son
altamente valoradas y sobreexplotadas en medio silvestre debido a su fécil acceso y poca
inversidn econdmica para su uso como remedios herbolarios por una poblaciéon de bajos
recursos sometida cambios de estilo de y los trastornos de salud relacionados con el estilo de
vida, siendo una gran problematica a nivel social en cualquier pais en vias de desarrollo

(Pathania et al., 2015; Shahidul et al., 2019).

El uso de plantas medicinales continiia expandiéndose rapidamente por todo el mundo, ahora
la poblacion recurre a estos productos para el tratamiento de diversos problemas de salud,
debido al suministro insuficiente de medicamentos alopatas, el costo inaccesible de los
tratamientos y los efectos secundarios adversos derivados de éstos; sin dejar de mencionar
que actualmente existe una incipiente resistencia de los microorganismos a los farmacos

convencionales, debido al fendmeno social de la auto-medicacion (Shahidul et al., 2019).

En esta tltima década se ha tenido un aumento de la tecnologia para el desarrollo de nuevos
farmacos. Las farmacéuticas estdn desarrollando diferentes preparados a base de plantas
medicinales, los cuales ya estdn en comercializacion. Alrededor del 80% de la poblacion
pertenece a los paises en vias de desarrollo y estos dependen de la atencion medica primaria
y sus patologias son tratadas con los sistemas basicos de medicamentos, esto los lleva a cubrir
sus necesidades con otro tipo de terapias llevando a la practica la medicina tradicional,
haciendo uso de productos medicinales a base de hierbas, por ejemplo, en el sector de la
oncologia, las plantas han contribuido con mas del 60% de los medicamentos contra el
cancer, directa o indirectamente. Los productos naturales proporcionan alrededor del 50% de

los farmacos modernos, sin dejar a un lado, que en algunas poblaciones las plantas
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medicinales son parte integral de su medicina tradicional teniendo gran importancia dentro

de su cultura (Sharadwat et al., 2013; Anand et al., 2019).

Se sabe que existen entre 350,000 - 550,000 especies de plantas medicinales a nivel mundial
de las cuales solo el 20% cuenta con investigacion documenta sobre su potencial medicinal
para distintos padecimientos (Sen and Samanta, 2014). Dentro de la literatura cientifica se
reportan distintas plantas medicinales con potencial antiinflamatorio en distintos modelos
agudos, algunos ejemplos son: Cnidoscolus chaymansa (Pérez-Gonzélez et al., 2017), Malva
parviflora, Lantana trifolia, Rungiapectinata (Murugesan y Deviponnuswamy, 2014)
Sphaeralcea angustifolia (Pérez-Hernandez et al. 2014) Acacia farnesiana, Astianthus
viminalis, Justicia spicigera, Piper auritum, Brickellia paniculata, Helianthemum
glomeratum, Rubus coriifolius, Chamaedora tepejilote, Lantana hispida, Larrea tridentata
Teloxys graveolens, Oenothera rosea, Eucalyptus globulus y Sphaeralcea angustifolia

(Meckes et al., 2004).

También se reportan dicha actividad bioldgica en modelos crénicos de inflamacion como el
de Adyuvante completo de Freund, en el cual Moussonia deppeana (Gutiérrez-Rebolledo et
al., 2017), Albizia lebbeck, Chloranthus eretus, Rubia cardifolia, Sclerocarya birrea,
Semecarpus anacardium, (Murugesan y Deviponnuswamy, 2014) y S. angustifolia (Garcia-
Rodriguez et al., 2012) mostraron resultados favorables. S. angustifolia fue candidata a
pruebas en fase clinica en un estudio doble-ciego; el experimento se llevd a cabo en 130
pacientes diagnosticados con osteoartritis, del total de pacientes 55 fueron tratados con un
gel que contenia extracto estandarizado de S. angustifolia al 1% (enriquecido con hidroxi-
cumarinas) mientras que 58 pacientes fueron tratados con diclofenaco al 2 %. La efectividad
terapéutica del gel administrado via topica por 4 semanas fue de 89% mientras que la del
grupo control (diclofenaco al 2%) fue de 91.3%, lo que destaca del estudio es que los
pacientes que recibieron el tratamiento del gel no mostraron efectos adversos, pero si una

mejoria de su padecimiento (Romero-Cerecero et al., 2013).

Debido a esto, la industria farmacéutica se ha encargado de la busqueda de nuevas estrategias
para erradicar las diferentes problematicas en cuanto al uso de plantas medicinales con
principios activos optando por las herramientas biotecnoldgicas, especificamente el cultivo

de células vegetales (Ramakrishna y Ravishankar, 2011).
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Los bajos rendimientos de metabolitos secundarios presentes en las plantas silvestres han
llevado a la busqueda de alternativas para aumentar el rendimiento de estos, una de estas
alternativas es la aplicacion de la biotecnologia (disciplina orientada al desarrollo e
innovacion de tecnologias que involucran el manejo del material bioldgico para la produccion
de un bien o servicio) (SMBB, 2018). Uno de los contrastes de la aplicacion de procesos
biotecnoloégicos para la produccion de metabolitos secundarios presentes en plantas, es la
cantidad de compuesto obtenido, ya que el rendimiento es mayor y aumenta la disponibilidad
del mismo en un menor periodo de tiempo, usando ademas muy poca biomasa inicial para

mantener el cultivo celular (Yue et al., 2014).
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En este capitulo se describe los
procedimientos para obtencion de explantes
asépticos, la formaciéon de callos con
distintas combinaciones de reguladores de

crecimiento vegetal (RCV) y el monitoreo

de la morfologia del callo.

Capitulo 1

Plantas medicinales: Obtenciéon de explantes y
callos.
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1. Antecedentes

1.1. Importancia de plantas medicinales a nivel mundial.
El uso de las plantas medicinales se remonta a los inicios de la civilizacion humana, estas se

empezaron a utilizar por la necesidad que tenian los seres humanos para resolver sus
problemas de salud y desde esa época hasta nuestros dias muchas enfermedades han sido
tratadas con plantas medicinales. Las grandes culturas antiguas como China, India,
Mesoamerica y Nor-africana proporcionaron evidencia escrita sobre el uso de las plantas
para tratar una gran variedad de enfermedades. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), una planta medicinal esta definida como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propodsitos terapéuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos (Zhang et al., 2009;

Gutiérrez-Rebolledo et al., 2017).

Actualmente no se tiene un dato exacto sobre el uso de las plantas; sin embargo, la OMS
estima que entre el 65 y 80% de la poblacion mundial hace uso de este recurso, recientemente
se esta incrementando este uso en paises desarrollados, por ejemplo, en China el 40 % de la
poblacion las utiliza, en Australia el 48%, en Canada, Japon y Chile el 70%, mientras que en
Estados Unidos se incrementd en un 42%. En general los medicamentos a base de plantas
medicinales (conocidos como fitomedicamentos), son considerados seguros y contienen
varios componentes bioldgicamente activos, los cuales presentan escasos efectos
secundarios; sin embargo, existen reportes clinicos sobre la interaccion que se presenta al
emplear plantas combinadas con medicamentos convencionales, hecho que es muy comun
(Calixto, 2005; Ekor, 2014; Gutiérrez-Rebolledo et al., 2014). Muchos remedios naturales,
ya sean extractos de plantas o compuestos puros aislados, ofrecen oportunidades ilimitadas
para la creacion de nuevos firmacos debido a la disponibilidad sin precedentes de su
diversidad quimica (Farag et al., 2015).

Hoy en dia el interés cientifico sobre las plantas medicinales se ha incrementado debido a los
elevados costos y efectos secundarios que provocan los medicamentos alopatas (Konaté et
al. 2012). Sin embargo, el 25% de los principios activos de los medicamento alopatas fueron
aislados y/o sintetizados de plantas (Beyene, Beyene, and Deribe 2016). En el mundo se
consumen numerosos fitomedicamentos y estos son usados principalmente para el resfriado

comun (66%), la gripe (38%), digestivo y/o enfermedades intestinales (25%), cefalea (25%),
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insomnio (25%), tlcera géstrica (34%), nerviosismo (21%), trastornos circulatorios (15%),
bronquitis (15%), enfermedades de la piel (15%) la fatiga y el agotamiento (12%)
(Ramakrishna y Ravishankar, 2011). Existen distintos fitomedicamentos ya comercializados
y utilizados en la medicina moderna, algunos de estos son parte de los constituyentes activos
como la Digoxina, cardiotonico aislado de Digitalis purpurea (nombre comin purpura);
Aescin antiinflamatorio y venotdnico aislado de Aesculus hippocastanum (nombre comin
castafa de indias); otro compuesto comercializado es el Ajmalicine el cual contiene
alcaloides del indol usado para trastornos circulatorios, y aislados de Rauwolfia sepentina.
Por otro lado existen fitomedicamentos que fueron sintetizados de distintas plantas
medicinales, algunos de estos son: paclitaxel (anticancerigeno) semi-sintetizado por Bristol-
MyersSquibb desde 2002 a partir de 10-desacetilbacatina III aisladas de Taxus baccata; la
diosgenina, sapogenina esteroidea obtenida de los tubérculos de varias especies de
Dioscorea, esta puede ser sintetizada quimicamente para obtener progesterona; el fosfato de
oseltamivir (Tamiflu) este es utilizado para el tratamiento de la influenza (virus A y B) (Farag
et al.,2015). La guanidina es un producto natural con buena actividad hipoglucémica aislada
de Galega officinalis (L), sin embargo, la guanidina resulto ser toxica para el consumo
humano, gracias a esto se sintetizaron compuestos con menor toxicidad y con un efecto
similar, como la metformina (dimetilbiguanidina) esta es utilizada para el tratamiento de la
diabetes tipo II. Para satisfacer las demandas del mercado, que cada vez es mayor, las
empresas se ven en la necesidad de descubrir nuevas fuentes de materia prima de plantas

medicinales (PM) (Krentz and Bailey 2005).

Una gran variedad de compuestos organicos es sintetizada por plantas, estos compuestos se
clasifican principalmente como metabolitos primarios (MtP) y secundarios (MtS). Los MtP
son necesarios para los procesos basicos de la planta como la fotosintesis, respiracion, el
crecimiento y el desarrollo. Los MtS se acumulan especificamente y no son intermediarios
de procesos quimicos de la planta. Estos compuestos son muy diversos y su distribucion varia
ya que se restringe a especies taxondémicamente relacionadas. Aunque las funciones de los
MtS no estan directamente relacionadas con la funcion basica de la planta estos metabolitos
desempefian varios papeles de interaccion con la planta y su entorno, algunos de estos son:
proporcionar proteccion contra patdgenos, proteccion contra tensiones abiodticas, (como la

radiacion UV), tienen la funcidon de atraer insectos polinizadores, moléculas de sefial y son
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una gran fuente de principios activos para el aislamiento, sintesis o semi-sintesis de nuevos

farmacos (Gandi et al., 2015).

1.2. Metabolitos secundarios (MtS)
EL metabolismo es un conjunto de reacciones quimicas y enzimaticas cuya finalidad es la

transferencia de masa y energia que permite la vida de los organismos. En este proceso
participan principalmente los metabolitos primarios que son los compuestos esenciales y
universales en todas las especies (carbohidratos, lipidos, proteinas, y dcidos nucleicos). Los
MtS son particulares de cada especie y algunos no son esenciales, pero cumplen un papel
importante en la interaccion del organismo con su medio ambiente (Figura 1) (Ramakrishna

and Ravishankar 2011; Sepulveda-Jiménez 2003)

Proteccion del exceso de luz
/ solar

Defensa al ataque por
MiCroorganismos
(virus, bacterias y hongos)

Competencia con

Proteccion contra herbivoros otras plantas

(insectos y mamiferos)

Proteccion contra
nematodos

Figura 1 Defensa de plantas para la produccion de MtS (tomado de Sepulveda-Jiménez ef al., 2003)

Las plantas no poseen un sistema inmunolégico como tal; sin embargo, si presentan un
mecanismo de defensa bidtico y abidtico con la finalidad de defenderse del dafio ocasionado
por heridas y ataques de insectos o microorganismos patdégenos. Los principales mecanismos
de defensa son: mejoramiento de la pared celular, esto conlleva a una barrera mas rigida y
menos digerible para insectos, este se complementa con el desarrollo de espinas, espigas,

tricomas y pelos glandulares; otro mecanismo de defensa es la proteccion quimica o la
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produccion de MtS. Los MtS hoy en dia son una fuente de principios activos, generando
interés en las industrias como farmacéutica, alimentaria, agroquimicas, de colorantes y bio-
pesticidas. De los 30000 MtS conocidos més del 80% son aislados de productos naturales, a
nivel mundial 121 medicamentos recetados son derivados de plantas (Rao y Ravishankar,

2002)

Las plantas contintian ofreciendo productos novedosos, es asi como surge la necesidad de
aplicar procesos biotecnolégicos para aumentar la mejora en su produccion, aumentando los
rendimientos y ofreciendo a la poblacion alternativas con menores efectos adversos que los

medicamentos sintetizados.

La biotecnologia es el uso de organismos vivos para proporcionar productos o procesos
utiles; sin embargo, hoy en dia la biotecnologia se refiere a una amplia gama de tecnologias
de desarrollo que permiten la modificacion de rasgos heredables fuera del organismo vivo y
la reintroduccion posterior de los nuevos rasgos en un organismo para los propositos
especificos. En el caso de la biotecnologia vegetal se intenta obtener nuevos productos (MtS)

para un fin en especifico (Suslow et al., 2002)

1.3. La biotecnologia como herramienta para la produccion del material vegetal
En los Glltimos afios el uso de técnicas in vitro para la regeneracion y/o propagacion de plantas

se han usado en gran medida, sin embargo, estos modelos no solo se realizan con este fin,
también es utilizado para entender los aspectos basicos del desarrollo de la planta.
La propagacion de la planta puede lograrse de manera indistinta, por cualquiera de los

procesos que se describen a continuacion:

e Embriogénesis, es la formacion de estructuras bipolares (embriones) o a través de la
organogénesis.
e Organogénesis o generacion de drganos especificos, generacion de callos, brotes o

raices.

En general el proceso de organogénesis estd constituido por tres distintas etapas: induccion
de callo, induccion de brote e induccion de raiz, estos dos ultimos pasos se denominan

regeneracion. La regeneracion puede ocurrir directamente o indirectamente, en funcion de si
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se requiere una proliferacion intermedia de tejido indiferenciado (callo) (Elhiti y Stasolla
2012).

Dentro de la literatura cientifica no existen reportes sobre el cultivo in vitro de C.
chayamansa; sin embargo, si existen evidencias sobre el género Euphorbiaceae, del cual se
describen distintas maneras de manipulacion in vitro (germinacién de semilla, nodos de
cotiledones, tejidos de hipocotilo, regeneracion de raices, cultivos a partir de hojas, nodos e
internodos, iniciacion de callos, cultivos y co-cultivos en suspensién, embriogénesis
somatica, cultivo de embridon organogénesis, morfogénesis de cultivos a partir de
enodospermas, cultivos para generar flores y frutos), siendo el medio mas utilizado el
Murashige and Skoog (Murashige y Skoog, 1962) (MS). La especie mas estudiada para
cultivos de células vegetales son las del género Phyllanthus de donde se obtuvieron callos de
P. emblica, P. urinaria P. amarus, P. abnormis, P. caroliniensis, P. tenellus 'y P. niruni; de
esta ultima especie se describen estudios donde obtienen raices transformadas; otras especies
estudiadas son: Jatropha curcas de la cual obtuvieron brotes de raiz a partir de brotes de
hojas, y Manihot esculenta de la cual obtuvieron brotes a partir de nodos (Komdamudi et

al., 2009).

Estudios sobre cultivo de células vegetales para P. caroliniensis (Euphorbiaceae) describen
el uso de explantes de nodo obteniendo una multiplicacion maxima de 21 a 23 brotes por
cada uno, en medio MS o Anderson Rhododendron (AR) suplementado con 5.0 uM de 6-
benziladenina (BA), 1.25-5.0 uM de cinetina o 2.5-5.0 uM de 6-y,y-dimetilalilaminopurina
(2iP). El enraizamiento lo lograron con un 80 a 100% de microbrotes con medio MS sin
reguladores de crecimiento, aunque aumento significativamente el nimero de raices con 1.25
UM de 4cido 1-naftalenacético (ANA) y 1.25-5 uM de acido indolacético (AIA). También
obtuvieron un 88% de climatizacion de las plantas en un periodo de 3 a 4 semanas.
Identificaron metabolitos como estigmasterol, varios terpenos como el glochinodonol,
glochidiol, glochidone (Catapan et al., 2000). El terpeno glochidone aislado recientemente
de Ipomea pescaprae (L.) tiene significativa actividad contra el dolor neurogénico e
inflamacion, efecto muy semejante al estigmasterol (Krogh et al., 1999). Los autores
mencionan que la planta es apta para cultivos de células y raiz, para la obtencion de

metabolitos secundarios con actividad antiinflamatoria (Catapan et al., 2000).

26



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

Otro estudio con explantes de nodo de P. wrinaria (Euphorbiaceae), en donde la
multiplicacién maxima es de 16-20 brotes en medio MS o AR suplementado con 5.0 uM
Kinetina. El enraizamiento fue significativo con un 93 a 100% de microbrotes en medio MS
sin reguladores de crecimiento, aunque aumento significativamente el nimero de raices con
1.25-5 uM de ANA. Realizaron un perfil fitoquimico identificando solo estigmasterol
(Catapan et al., 2002).

1.4. Generalidades de Cnidoscolus chayamansa (chaya).
Esta especie pertenece a la familia Euphorbiaceae, es un arbusto que se distribuye

principalmente en la regiéon maya de Guatemala, Belice, el sureste de México y partes de
Honduras (BDMTM, 2016) (Figura 2). El género Cnidoscolus estd compuesto por 50
especies, de las cuales 20 son endémicas de México, las hojas son amplias y tiene mas de 3
lobulos; las flores son de tonalidades blancas, algunas veces cuentan con semillas
(Steinmann, 2002; Cifuentes ef al., 2010). La planta es poco conocida fuera de la region; sin
embargo, existen evidencias historicas que era una planta importante para los mayas de la

peninsula de Yucatan y Centro América.

1.5. Clasificacion botanica de Cnidoscolus chayamansa
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae

Subfamilia: Crotonoideae

Tribu: Manihoteae

Género: Cnidoscolus
Especie: chayamansa
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Figura 2.- 1.-Distribucion geografica de Cnidoscolus spp (Imagen tomada de
https://www.naturalista.mx/taxa). 2.-Detalle de hojas, flores y frutos de C. chayamansa, (a) Arbusto, (b)
inflorescencia, (c) detalle de hojas, (d) detalle de inflorescencia de flores y fruto. (Tomado de Pérez-Gonzalez
etal.,2016)

1.6. Antecedentes sobre la investigacion quimica de C. chayamansa
Las hojas y tallos de esta especie medicinal contienen tiamina, niacina, riboflavina, retinol,

B-caroteno y 4cido ascorbico; minerales (calcio, hierro, fosforo, potasio, magnesio, sodio,
manganeso, zinc y cobre); proteinas conformadas por aminodcidos esenciales como
triptéfano, alanina, arginina, glutamato, glutamina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina y valina. El aceite esencial de las hojas contiene dcidos grasos como
palmitico, estedrico, oleico, miristico, araquidonico, ldurico y linoléico. Ademas, se
describen flavonas como quercetina, kampferol, amentoflavona, astragalina (kamperol-3-O-
rutindsido), naringenina, rutina, catequina, acido protocatéquico, dihidromirecetina,
cumarina y glucdsidos cianogénicos como la linamarina, taninos, saponinas y polimeros de
lignina (Céceres et al., 2010; Kuti y Kuti, 1999; Jiménez-Arellanes et al., 2014; Valenzuela-
Soto et al., 2015; Pérez-Gonzalez et al., 2016). Contiene ademas acido protocatéquico (0.242
mg/g) y rutina (2 mg/g), estos compuestos fueron identificados por HPLC al comparar sus
tiempos de retencion con estandares comerciales (Loarca-Pifia ef al., 2010). El contenido de
acido clorogénico en hojas crudas frescas fue de 1217.3 mEq/kg (miliequivalentes quimicos

por kilogramo) y en hojas cocidas fue de 733.5 mEq/kg. También se ha determinado el
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contenido de quercetina (44.7 ng/g) y kampferol (22.4 pg/g) en hojas crudas y hojas cocidas
(18.1 pg/g de kampferol y 40.2 ng/g de quercetina). Contiene dos glucésidos de kampferol
identificados como 3-O-ranmosilglucésido, 3-O-ramnosilgalactosido-7-O-ramnosido y la
quercetin-3-O-ramnoésido en diferentes concentraciones en hojas crudas y cocidas (Kuti y
Konuru 2004). Por tultimo, en el extracto CHCl::MeOH contiene polifenoles identificados
como, 5-hidroxi-7,3",4’-trimetoxi flavanona y kampferol-3,7-dimetil éter (Pérez-Gonzalez et

al., 2017).

2. Objetivos particulares
= Determinar distintas condiciones abidticas para obtener explantes y callos
asépticos.
= Evaluar diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal en
mezclas para la obtencion de callo a partir de explantes.

3. Metodologia

3.1. Colecta y determinacion taxonomica del material vegetal
Plantas vivas de aproximadamente un afio de edad se colectaron en la Ciudad de México. Las

plantas fueron fertilizadas y acondicionadas en el invernadero de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Iztapalapa (UAM-I). Un ejemplar se depositd en el Herbario del IMSS CMN
SXXI, y se identifico taxonomicamente. Una vez transcurridos tres meses, la planta mejor
adaptada (mas saludable) fue seleccionada como fuente de explantes, a la cual se le
removieron las hojas inmaduras de 3-5 cm de longitud.
3.2. Material vegetal y establecimiento del cultivo aséptico

Las hojas se sometieron a 4 diferentes tratamientos para lograr el cultivo aséptico, siguiendo
la metodologia descrita por Estrada-Zuiiga (Estrada-Zuaiiga et al., 2009) con

modificaciones.

Tratamiento 1 (T1). - Los explantes fueron colocados en solucion jabonosa (SJ) durante 10
min y enjuagados con agua corriente, posteriormente €stos se sumergieron durante 1 min en
una solucién EtOH al 70% (v/v) y se enjuagaron con agua destilada. Después, se sumergieron
durante 10 min en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.6% + Tween-20 0.2%
(v/v), con agitacion moderada. Finalmente, se hicieron 3 enjuagues con agua bidestilada

estéril.
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Tratamiento 2 (T2). - Los explantes fueron colocados en SJ durante 10 min y enjuagados
con agua cotrriente, posteriormente se sumergieron durante 20 min en una solucién con
fungicidas (Shogun (500 FW Syngenta) 0.01 mL/L y fungoxyl (UPL Agro) 0.01g/L),
consecutivamente se sumergieron durante 1 min en una solucion EtOH al 70% (v/v) y
enjuagados con agua destilada. Posteriormente, se sumergieron durante 10 min en una
solucion de NaClO al 0.6% + Tween-20 0.2% (v/v), con agitacion moderada. Finalmente,

enjuagaron 3 veces con agua bidestilada estéril.

Tratamiento 3 (T3). -Los explantes se colocaron en SJ por 10 min y enjuagados con agua
corriente, posteriormente se sumergen en una solucion de antibioticos (Ampicilina 150 mg/L,
Tetraciclina 15 mg/L y Cefotaxima 15 mg/L) por 30 min; posteriormente, se sumergieron
por 20 min en una solucién con fungicidas (Shogun 0.001 mL/mL y fungoxyl 0.001g/mL) y
fueron enjuagados con agua destilada, consecutivamente durante 1 min se colocaron en una
solucion EtOH al 70% (v/v) y son enjuagados con agua destilada. Se sumergieron durante 10
min en una solucion de NaClO (0.6%) + Tween-20 0.2% (v/v), con agitacion moderada.

Finalmente, se hicieron 3 enjuagues con agua bidestilada estéril.

Tratamiento 4 (T4). - Los explantes se colocaron en SJ por 10 min y enjuagaron con agua
corriente, después se sumergieron en antibidticos (Ampicilina 200 mg/L, Tetraciclina
200mg/L y Cefotaxima 15 mg/L) por 30 min y una solucion con fungicidas (Shogun 0.001
mL/mL y fungoxyl 0.001 g/mL) por 20 min y enjuagados con agua destilada,
consecutivamente durante 1 min se colocan en una solucion EtOH al 70% (v/v) y se enjuagan
con agua destilada. Durante 10 min se sumergen en una solucién de NaClO al 0.6% + Tween-
20 0.2% (v/v), con agitacion moderada. Finalmente, se hicieron 3 enjuagues con agua

bidestilada estéril.

Los lavados 3 y 4 se sumergieron en una solucién antioxidante estéril (acido citrico y acido
ascorbico 100 y 150 mg/L) para evitar la oxidacion de los explantes; inmersion con dicha
solucion durante 10 min (posterior a los 3 enjuagues de agua des-ionizada) y segmentacion
de los explantes en proporciones de 1 cm?® en cajas Petri. Una vez obtenidos los segmentos,
¢éstos fueron colocados (parte axial) sobre el medio de cultivo. Por ultimo, los explantes
provenientes de una hoja serdn empleados para evaluar un tratamiento consistente de 6

frascos, cada uno conteniendo 3 segmentos (n=18).
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Colecta e identificacion taxondémica
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(BAP, KIN, 2,4-D, ANA y AIA)

Figura 3 Diagrama del establecimiento de explantes asépticos y cultivos de callos

3.3. Callogénesis
Los explantes de hoja previamente desinfectados por el T4 y que no mostraron contaminacion

fueron trasladados a tubos (150 x 20 mm) con medio de cultivo, utilizando un explante por
tubo, en total se realizaron 59 combinaciones RCV (5 tubos por combinacion; n=5). Como
medio base se utilizé el medio de cultivo MS complementado con 30.0 g/L de D-glucosa y
6.0 g/L de agar a pH 5.8. Los diferentes tratamientos se derivaron de la combinacion de las
auxinas (4cido diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 1-naftalenacético (ANA), 4cido
indolacético (AIA)) y las citoquininas (6-bencilaminopurina (BAP), kinetina (KIN)). A
diferentes concentraciones que iban desde 0.0 hasta 5.0 mg/L. El medio de cultivo se
esterilizo en autoclave a 121°C y 15 psi durante 18 minutos. Los explantes se incubaron a
26+2 °C bajo fotoperiodo de 16 horas luz (32 uM/seg.m?) por 8 horas de oscuridad y se

transfirieron a nuevo medio cada 30 dias hasta la obtenciéon de callos (Figura 3). Los
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explantes que exhibian un callo o respuestas morfogénicas se expresaron como un porcentaje
del total de explantes, que se determin6 después de 30 dias de cultivo. Los tratamientos que
indujeron los porcentajes mas altos se sub-cultivaron cada 30 dias en medios frescos y se
eligi6 el friable para poder realizar el cultivo de células en suspension que se describe en el

capitulo 2.

4. Resultados

4.1. Colecta e identificacion taxonomica del material vegetal.
El material vegetal fue colectado en la Ciudad de México el 27 de junio del 2014. Un ejemplar

de herbario se dejo en resguardo en el Herbario IMSSM del Centro Médico Nacional Siglo

XXI para su identificacion taxonémica, con el nimero de voucher 16252.

4.2. Preparacion del cultivo aséptico
De los 4 tratamientos realizados el T1 presento contaminacién por hongos en un 20%, se

decidi6 aumentar la concentracion del anti-fiingico para la eliminacioén de la contaminacion
por hongos. T2 inhibié la contaminacion por hongos, pero se presentdé un 5% de
contaminacion por bacterias, al observar esta contaminacion se agregé una mayor cantidad
de antibiotico. Después el T3 permanecio la contaminacion por bacterias (5%), esto se debe
a que la cantidad de antibidticos agregada no fue suficiente, para el T4 se aumento la
concentracion de antibidtico y mantuvimos la de anti-fungicos. Finalmente, el T4 mostro
100% de asepsia, siendo este el elegido para seguir con el proceso de callogénesis (Figura

4).
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Figura 4 Porcentaje de asepsia segun los tratamientos utilizados. Cada grupo est4 representado como la
media (). n=20

Una vez obtenidos explantes asépticos se procedié a la induccioén de callo con diferentes
RCV. Revisada la literatura, no se encontré ninglin reporte para la formacion de callo en la
especie vegetal C. chayamansa, por lo que en primera instancia se evalud la mezcla de una

auxina y una citoquinina.

4.3. Induccion de callo.

Para la produccion de callo se utilizaron hojas inmaduras (1 ¢cm?); sin embargo, se observo
que los explantes de hojas presentaban oxidacion lo que dificultdé drasticamente su
crecimiento. Para resolver estos problemas, se afladié una solucion antioxidante (100 mg/L
de 4cido citrico y 150 mg/L de 4cido ascoérbico) al medio de cultivo. Ademas, esta solucion
antioxidante se utiliz6 durante el enjuague y corte de los explantes. Una vez resuelto el
problema de oxidacion de los explantes se procedi6 a realizar las distintas combinaciones de
una auxina con una citoquinina a distintas concentraciones (desde 0 a 5 mg/L) en total 9
combinaciones por tratamiento (Tabla 1). Estas mostraron porcentajes de inhibicion desde 0
hasta 100% sin embargo la formacion de callo no aseguraba que estos fueran friables y

posibles candidatos a pasar a medio liquido.
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Tabla 1 Respuesta a la formacion de callo de distintas combinaciones de RCV

Reguladores de Crecimiento Vegetal

) ) Auxinas (mg/L) Citoquininas (mg/L) Induccion de callos (%)
Cadigo de tratamiento

2,4-D ANA AIA BAP KIN

Control 00 0.0 00 0.0 0.0 0.0+ 0.0?
Do.s Boss 0.5 0.5 75 £0.25°
Dos Bas 0.5 2.5 0.0£0.0°
Do.s Bs.o 0.5 5 0.0+ 0.0°
D25 Boss 2.5 0.5 75+£0.25¢
DysBas 2.5 2.5 0.0£0.0°
D25 Bsyo 2.5 5 100 £ 0.0¢
Ds Boss 5 0.5 0.0+ 0.0°
Dso Bss 5 2.5 0.0£0.0°
Ds.o Bs.o 5 5 100 £ 0.0¢
No.s Bos 0.5 0.5 0.0+ 0.0°
No.s Bas 0.5 2.5 75+£0.25¢
Nos Bso 0.5 5 0.0+ 0.0°
Nas Bos 2.5 0.5 25+0.25°
Nas Bas 2.5 2.5 0.0£0.0°
Nas Bso 2.5 5 75+£0.25¢
Ns.0 Bos 5 0.5 0.0+ 0.0°
Nso Bas 5 2.5 25+0.25°
N0 Bso 5 5 0.0+ 0.0°
Tos Bos 0.5 0.5 0.0+ 0.0°
Ios Bas 0.5 2.5 0.0£0.0°
Ios Bso 0.5 5 0.0+ 0.0°
L.sBos 2.5 0.5 25+0.25°
LsBas 2.5 2.5 0.0£0.0°
Ls Bso 2.5 5 0.0+ 0.0°
Iso Bos 5 0.5 0.0+ 0.0°
Iso Bas 5 2.5 0.0£0.0°
Iso Bso 5 5 0.0+ 0.0°
Ios Kos 0.5 0.5 0.0£0.0°
Tos Kas 0.5 2.5 25+0.25°
Tos Kso 0.5 5 0.0£0.0°
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L5 Kos 2.5 0.5 0.0£0.0°
LsKas 2.5 2.5 0.0£0.0*
L5 Kso 2.5 5 0.0£0.0*
50 Kos 5 0.5 0.0£0.0*
L0 Ko 5 2.5 0.0£0.0*
Is0 Kso 5 5 0.0£0.0*

De los 36 tratamientos evaluados, solo diez mostraron respuesta favorable para la formacion
de callo. Los tratamientos que mostraron 25% de formacion de callo fueron cuatro (N25 Bos,
Nso Bas, 25 Bos y los Ka5), los que mostraron un 75% de formacion de callo fueron cuatro
(Do.5 Bo.s, D25 Bo.s, Nos B2.s, y N2.s Bs o) y por tltimo los que mostraron 100% de callogénesis
fueron dos (D25 Bs.o, y Ds.0 Bs.o). De los diez callos obtenidos solamente del tratamiento Ns o

B>.s mostrd un callo friable.

A la fecha, este es el primer estudio en establecer un cultivo de callos a partir de explantes
de hoja de C. chayamansa. Estudios similares han descrito la induccion de callo con los RCV,
BAP y 2,4-D en hipocotilos, tallos, nodulos y explantes de hojas de Lopezia racemosa, los
explantes de hojas mostraron formacion de callo con una combinacion de 0.5 mg/L de BAP
adicionado con 1.0 mg/L de 2,4-D; a partir de esto, se aislo el compuesto 6-O-palmitoil-3-
O-B-D-glucopiranosilcampesterol, que mostrd actividad antiinflamatoria (Salinas et al.,
2014). Otras especies de la familia Euphorbiaceae, como M. esculenta, produjeron callos en
un 100% cuando se cultivaron meristemas apicales de brotes en medio MS suplementado con
0.1 mg/L de BAP, con 0.2 mg/L. de ANA y 0.25 mg/L. GA3 (Acedo, 2006). Por otro lado, P.
stipulatus mostr6 formacion de callo cuando se cultivaron segmentos nodales de explantes
en condiciones de luz en medio MS complementado con ANA 5.0 mM y en condiciones de
oscuridad en medio MS complementado con ANA y BAP 5.0 mM + N6- (2-isopentenil)
adenina (2iP)) (1.25 - 5.0 mM) (Catapan et al., 2000).

5. Conclusiones
e El tratamiento 4 fue el que mostrd el 100% de explantes asépticos,

e Se logro la formacion de callos con diez de los 36 tratamientos evaluados.

35



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

6. Productividad

:'Ilai::l (k]

ﬁ' Advances in Biochemistry and Bmlﬁ:hnnlug}

(g N ]

Research Article

Establishing a Callus Culture of Cnidescolus chayamansa
MecVaugh: A Species with Ethnopharmacological Value

Sariny Falvima Peree-Uoardics' ', Aorcln Savio-Trojila’, Bpnscio Caros-Slartiees. Ve Elees Evicsls- Zofega’, A niosis
Bermabé- ininom’, Ylarm Gde ks Jamepes- Al sees'. Fromcivoa § ms-heas'

Deparimcni of Bioicchnslogy, Asioronom Moropolian Unereneky- Lriapalaps, Mecon
Acparimest of Chemicsl Enginconing sne Bicchemisiry, TESE, Mevics

Faceliy of Soicecr. Avionomow Lleiversshy of the Siaic of Mouco, Mevcs
Deparencel of Woed, Pulp asd Paper, Unreenoey of Gusdalapres, Moxso
sk off Mlodcal Rescanch iz Pharmacoiogy, Hoopaal of Spocniics, Mauxn

‘Carrmpemding anthar: Francscs Crer-Sma, Departamenmn de Basooneleg, UM -ldapalaps Credsd S Moo, Moxo
Tel: +51558RET 14 Fan: =5I5R5RETIL: Ermail: cobpi@inassum usm ma.

Ctwlios: Fercx-(onrales B, Mcie-Trujilio &, Coecis-bartnee |, Esicsdy- Zostigs ME. Brrmsbe-Anionis A o sl (2018) Ex-
bl mhung: o Callus Culbare of Cndarscadar: chanromon g McSregh: & Specics with Eilbnophormscclogeal Value Ady Bockem
Hioicheneol: ARR- 164, Da00: 002000 10 BRO- 164, (00064

rswwwd| Dl 154 Fobruary, 26015; Ascopied [kaie: 3 Apnl, JHE; Poblnbod Duis: 11 Aped, 2603

—~
Ahstract

Cudorosdur cluayeeemro s plane widely wsed 2 foed withpolezial medicizal apphcstions. Pl s colier cables
ik producian of sccosdery meisboliics bom phinis @2 neiirshic mamer The o off By work sas o cvishlish 2 calbs
culives of 7. chayenmernyo exmng beaf cxplmis, wehich, mike friere, can ke usod o obiam whole cxfracis or spesi e compoernsds
of micrest. [hiforent coscrnirafions and combiniions of 6-Bocydmmoperine (HAP] amd 2 4-Dhcblomophemsapacic
Acid (2 4-0F n Murashige and Skoog (MS) culioes medum wess svalusied (or e abiliy o seppori calles indection
o immaiere kaf caplacis. Highes callus yacdd | 10PS) was schicred when lkeaff caplanis were incabicd m ME mediom
wrpplcmicicd wath BAF{ S 0myp L) asd L4025 o 5.0 mg mill. ' A reduced exie of calles mdection | 7596 ) was observed
wihen bl caplanis wers caxposcd o leswer coscentrations $U8 mg L' ol BAFor 14-158 The calluses chiaized m the woek can
b wwed as 1 bisteckrolgical altcrmabres for i v propageiion of U choronams asd for chiaining camcis or cormpoends

kwil::rl.m.ﬂ:\lr‘ph:mﬂd*n:ﬂqph:lim -4

-,

Keywords: Chaya v wom alterr, Malicingl plazis, Pl
ik ropalaiors.
Introdus tiom

Umdarcaly  chovamams, conmomly knesm 2 e
gpomch”™ or “chaya” m Central and Sosth Amercs, = a
semi-pereerml xnd semi-woody shob, O choomans 5o
amporiani slapls iy vepesble ko dhe auiochibooouws people of
hlcscarmerss. The muinioeal vaine of . choymmomo [1] and
radioral medwined and fod e hoo been csisbfisvhed m the
Bicraiere [1.2] As 2 food for Exshrrsier foh, parind subsisihuion
ol badeneed foed weith ihis leal hos boon deformned o b vishiz
o glapia [Creockrone adaicne L) culiere m o e ml
agricolioral-sqeculiuee: nywiems m Yecaiae, Mexeo (1] The

anticazdazl capucily azd phenolic content of the keal’ cvrach, i
adbiion o ant-nflammaiory ad candopmiect v propsis, has
been cxicmivtly descnibed 1w #he Bicrabene [$-6]. Furibomaoe, e
anicaxdani and ssimuisgenic scinity of s meibenchic cxirsct feom
thr o b keaves of . chnomamo hs bom detailod, in sddition
e ois misdiholic diocts i diskcbic is [73]. A phyiechomeal
profikc, iscledng fovoncids, pherobe oods, saposine, sd
alkaloics, ard the asticaxbei propertes of Eosh loves were
recezily eoproied |E]. Astimyeobacicrial (MIC < 50 pg =L )L
Axitbacicral (F aenuginors ol £ coll Anspredoooal (< 50
upml 7}, and Anii- {EDN,, = | 5% mg car ! for the TRA
mndel and 457.73 my kg’ dor ik cxrapenine moded) activiies
ol the eall cairach (CHHOT: Mel#L 1: 1) bave bom pohinded.
Abn,  ksompiorol),T-dendiyd  cibor,  S-hypdimoay-7-54°-

LW N N R TR A T e |
BN S4-THE

Wakema S B

36



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

7. Referencias.

Acedo, V. Z. 2006. Improvement of in Vitro Techniques for Rapid Meristem
Development and Mass Propagation of Philippine Cassava (Manihot Esculenta
Crantz). Journal of Food, Agriculture and Environment 4(1): 220-24.

Anand, U., Jacobo-Herrera, N., Altemimi, A., Lakhssassi, N. 2019. A Comprehensive
Review on Medicinal Plants as Antimicrobial Therapeutics: Potential Avenues of
Biocompatible Drug Discovery. Metabolites, 9(11), 258.

Calixto, J.B. 2005. Twenty-Five Years of Research on Medicinal Plants in Latin
America: A Personal View. Journal of Ethnopharmacology 100(1-2): 131-34.
Catapan, E., Luis, M., Da Silva, B., Moreno, F.N., Viana, A.M. 2002.
Micropropagation, Callus and Root Culture of Phyllanthus Urinaria
(Euphorbiaceae). Plant Cell, Tissue and Organ Culture 70(3): 301-9.

Catapan, E., Otuki, M.F., Viana, A.M. 2000. In vitro culture of Phyllanthus
caroliniensis (Euphorbiaceae). Plant cell, tissue and organ culture 62(3): 195-202.
Cifuentes, R., Poll, E., Bresanni, R., Yurrita, R., Poll, E.M. 2010. Caracterizacion
botanica, molecular, agronémica y quimica de los cultivares de Chaya (Cnidoscolus
aconitifolius) de Guatemala. Revista de la universidad del Valle de Guatemala 1-16.
Ekor, M. 2014. The Growing Use of Herbal Medicines: Issues Relating to Adverse
Reactions and Challenges in Monitoring Safety. Frontiers in Neurology 4: 1-10.
Farag, M Mohammed M.S., Foud, I., Ahmed W.J., Mohamed M.S. 2015 The role of
natural products in drug discovery and development. World Journal of
Pharmaceutical Research 3(4): 22-33.

Gandhi, S.G., Mahajan, V., Bedi, Y.S. 2015. Changing trends in biotechnology of
secondary metabolism in medicinal and aromatic plants. Planta, 241(2): 303-317.
Gutiérrez-Rebolledo, G.A., Gardufio-Siciliano, L., Garcia-Rodriguez, R.V., Pérez-
Gonzalez, M.Z., Chavez, M.1., Bah, M., Siordia-Reyes, G.A., Chamorro-Cevallos,
G.A., Jiménez-Arellanes, M.A. 2017. Anti-Inflammatory and Toxicological
Evaluation of Moussonia Deppeana (Schldl. &amp; Cham) Hanst and Verbascoside
as a Main Active Metabolite. Journal of Ethnopharmacology 187: 269-280.

37



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

e Islam, M.S., Ara, H., Ahmad, K.I., Uddin, M.M. 2019. A review on medicinal uses
of different plants of Euphorbiaceae family. Universal Journal of Pharmaceutical
Research, 4, 47-51.

e Konat¢, K., Hilou, A., Mavoungou, J.F., Lepengué, A.N., Souza, A., Barro, N., Datté,
J.Y., Batchi, B.M., Nacoulma, O.G. 2012. Antimicrobial Activity of Polyphenol-Rich
Fractions from Sida Alba L. (Malvaceae) against Co-Trimoxazol-Resistant Bacteria
Strains. Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials 11(1): 1-6.

e Kondamudi, R., Murthy, K. S.R., Pullaiah, T. 2009. Euphorbiaceae-a critical review
on plant tissue culture. Tropical and subtropical agroecosystems, 10(3): 313-335.

e Krogh, R., Kroth, R., Berti, C., Madeira, A.O., Souza, M.M., Cechinel-Filho, V.,
Delle-Monache, F., Yunes, R.A. 1999. Isolation and identification of compounds
with antinociceptive action from Ipomoea pescaprae (L.) R. Br. Die
pharmazie, 54(6): 464-466.

e Murashige, T., Skoog, F. 1962. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays
with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum 15(3): 473-97.

e Murugesan, D., Deviponnuswamy, R. 2014. Potential anti-inflammatory medicinal
plants-a review. International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical
Sciences 6(4), 43-49.

e Pathania, S., Ramakrishnan, S.M., Bagler, G. 2015. Phytochemica: a platform to
explore phytochemicals of medicinal plants. Database, 2015.

e Pérez-Gonzalez, M.Z., Gutiérrez-Rebolledo G.A., Yépez-Mulia, L., Rojas-Tome 1.S.,
Luna-Herrera, J., Jiménez-Arellanes M.A. 2017. Antiprotozoal, Antimycobacterial,
and Anti-Inflammatory Evaluation of Cnidoscolus Chayamansa (Mc Vaugh) Extract
and the Isolated Compounds. Biomedicine and Pharmacotherapy.89: 89-97.

e Pérez-Hernandez, J., Gonzédlez-Cortazar, M., Marquina, S., Herrera-Ruiz, M.
Meckes-Fischer, M., Tortoriello, J. Cruz-Sosa, F., Nicasio-Torres, M.P. 2014.
Sphaeralcic Acid and Tomentin, Anti-Inflammatory Compounds Produced in Cell
Suspension Cultures of Sphaeralcea Angustifolia. Planta Medica 80(2-3): 209—14.

e Ramakrishna, A., Ravishankar, G.A. 2011. Influence of abiotic stress singles on
secondary metabolites in plants. Plant Sign Behavior 6:1720-1731.

e Ramakrishna, A., Ravishankar, G.A. 2011. Influence of abiotic stress signals on

38



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

secondary metabolites in plants. Plant signaling & behavior, 6(11): 1720-1731.

e Rao, S.R., Ravishankar, G.A. 2002. Plant cell cultures: chemical factories of
secondary metabolites. Biotechnology advances, 20(2): 101-153.

e Salinas, R., Arellano-Garcia, J., Perea-Arango, I., Alvarez, L., Gardufio-Ramirez
M.L., Marquina, S., Zamilpa, A., Castillo-Espana, P. 2014. Production of the Anti-
Inflammatory Compound 6-o-Palmitoyl-3-O-B-D- Glucopyranosylcampesterol by
Callus Cultures of Lopezia Racemosa Cav. (Onagraceae). Molecules 19(6): 8679—
8690.

e Sen, Tuhinadri, and Samir Kumar Samanta. 2014. Medicinal Plants, Human Health
and Biodiversity: A Broad Review. In Educational Technology and Society, 59-110.

e Sepulveda-Jiménez, G., Porta-Ducoing, H., Rocha-Sosa, M. 2003. La participacion
de los metabolitos secundarios en la defensa de las plantas. Revista mexicana de
fitopatologia, 21(3): 355-363.

e Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB). 2018.
https://smbb.mx/

e Steinmann, V.W. 2002. Diversidad y endemismo de la familia Euphorbiaceae en
Meéxico. Acta Botanica Mexicana, (61): 61-93.

e Suslow, T., Thomas, B., Bradford, K. 2002. Biotechnology provides new tools for
plant breeding. UCANR Publications.

e Yue, W., Ming, Q.L., Lin, B., Rahman, K., Zheng, C.J., Han, T., Qin, L.P. 2016.
Medicinal plant cell suspension cultures: pharmaceutical applications and high-
yielding strategies for the desired secondary metabolites. Critical reviews in
biotechnology 36(2), 215-232.

e Yue, W., Ming, Q.L., Lin, B., Rahman, K., Zheng, C.J., Han, T., Qin, L.P. 2016.
Medicinal plant cell suspension cultures: pharmaceutical applications and high-
yielding strategies for the desired secondary metabolites. Critical reviews in
biotechnology, 36(2): 215-232.

e Zhang, R. Liu, Z.G., Li, C., Hu, S.J., Liu, L., Wang, J. P., Mei, Q.B. 2009. Du-Zhong
(Eucommia Ulmoides Oliv.) Cortex Extract Prevent OVX-Induced Osteoporosis in

Rats. Bone 45(3): 553-59.

39



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

En este capitulo se describe el proceso para
llegar al cultivo de células en suspension, la
identificacion y  cuantificacion  de
metabolitos mayoritarios por ccf y HPLC
del extracto ANB.

Capitulo 11

Cultivos de células en suspension y
metabolitos mayoritarios
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1. Antecedentes
En los ultimos afios la importancia de los MtS para la industria farmacéutica ha resultado de

gran interés, principalmente en la posibilidad de alterar la produccion de estos, dando origen
a la biotecnologia vegetal. Las tecnologias de cultivo de células vegetales se introdujeron a
fines de la década de 1960 como una posible herramienta para estudiar y MtS de plantas
utilizando diversas estrategias in vitro, una de ellas es el cultivo de células vegetales (Efferth,

2019).

1.1. Cultivo de células vegetales (CCV)
En 1934 surgio el primer informe, donde se describe que las células de plantas podrian ser

cultivadas en medios sintéticos en un estado indiferenciado y parecian ser capaces de un
crecimiento ilimitado. Durante las décadas de 1940 y 1960, los avances técnicos condujeron
al desarrollo de técnicas de cultivo de tejidos vegetales para investigar el comportamiento
celular (incluida la citologia, nutricién, metabolismo, morfogénesis, embriogénesis y
patologia) y la generacion de plantas libres de patégenos (Efferth, 2019). Esto dio pauta a
que por primera vez el material biologico de la planta podria usarse para la generacion de
cultivos de tejido vegetal, con gran impacto en el estudio genético y bioquimico para la
biosintesis de compuestos de origen natural y en algunos casos el CCV se utiliza para la
produccion a gran escala de MtS presentes en las plantas medicinales (Pérez-Hernandez et

al., 2014; Niazian, 2019).

El CCV se puede iniciar con las semillas, las cuales son esterilizadas y germinadas bajo
condiciones estériles en medio semisodlido, el cual contiene los nutrientes necesarios para el
crecimiento de la planta. Posteriormente, la plantula en un medio estéril se utiliza para
propagar el cultivo de células. Debido a que las condiciones de esterilizacion son
complicadas, a menudo es mas facil la desinfeccion de la semilla en lugar de utilizar el tejido
blando para iniciar el cultivo de tejidos. Los medios de cultivo méds comunes son: Murashige
y Skoog (MS), Hildebrandt (SH) Gamborg (BS5), Blanco (WH), Nitsch y Nitsch (NN),
Linsmaier y Skoog (LS), Schenk y Hildebrandt (SH), McCown y Lloyd (medio de planta
lefiosa, WPM). Cada uno de estos medios contiene minerales, vitaminas y una fuente de
carbono, normalmente sacarosa. Aunque los CCV tipicamente se inician en medio sélido, se

requiere de medios liquidos para la produccion a gran escala. Se ha observado que el
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contenido de minerales y/o de la fuente de carbono en los medios de cultivo tiene un profundo
impacto sobre la sintesis de metabolitos para la fabricacion de fitofdrmacos (Priyadarshan,
2019)
1.2. Ventajas y aplicaciones de los CCV.
Las principales ventajas del cultivo in vitro sobre los cultivos convencionales de plantas son
que los metabolitos primarios (MtP) y/o MtS presentes en la planta se pueden producir bajo
condiciones controladas, independientemente de los factores ambientales tanto bidticos
(interaccién con patdgenos) como abidticos (clima, humedad, pH, tipo de suelo, luz
ultravioleta y temperaturas extremas) regulando la tasa de sintesis, reduciendo costos y
evitando la deforestacion (Vanisree y Tsay, 2007).
1.3. Biotecnologia de productos farmacéuticos de plantas naturales

En la busqueda de alternativas a la produccion de compuestos medicinales deseables a partir
de plantas, se descubre que los enfoques biotecnoldgicos, especificamente los CCV, tienen
un potencial como complemento de la agricultura tradicional en la produccion industrial de
metabolitos bioactivos de plantas. El desarrollo y la comercializacion de bioindustrias
basadas en plantas medicinales en los paises en desarrollo dependen de la disponibilidad de
instalaciones e informacion sobre el bio-procesamiento, extraccion, purificacion y
comercializacion del potencial industrial de las plantas medicinales. Como el cultivo
convencional de plantas medicinales es relativamente costoso, la produccion de compuestos
bioactivos por biotecnologia es una excelente alternativa para la industria farmacéutica

(Debnath et al., 2006).

2. Objetivos particulares
e cstablecer los cultivos de células en suspension a partir de los callos.
e Realizar una cinética de crecimiento preliminar de los cultivos de células en
suspension.
e Preparar el extracto CHCl3:MeOH 1:1 via maceracion exhaustiva del material
obtenido por cultivo de células en suspension.
e Identificar y cuantifico los compuestos mayoritarios.
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3. Metodologia

3.1. Establecimiento de cultivo de células en suspension
El cultivo de células en suspension de C. chayamansa se inici6 transfiriendo 6% de biomasa

fresca de todos los callos obtenidos en el capitulo I (N2.5 Bo.s, N5 Bas, I25 Bos, los Kos Dos
Bos, D25 Bos, Nos Bas, Nas BsoD2s Bso, y Ds.o Bso), en 80 mL de medio de cultivo MS
liquido complementado con D-glucosa 30 g/L y los mismo RCV (respectivamente). Los
cultivos se incubaron a 26+2 °C, bajo fotoperiodo de 16 horas luz 33 (intensidad luminosa
de 32 pM/seg.m?) por 8 horas de oscuridad en un agitador orbital a 110 rpm (Estrada-Ziiiga,
et al., 2016).

El desarrollo de las suspensiones se evalud registrando las caracteristicas de color,
disgregacion del callo y crecimiento durante el establecimiento de la suspension celular. La
biomasa celular se filtr6é en condiciones de esterilidad cada 30 dias y fue sub-cultivada en el
mismo medio y condiciones de cultivo. Cabe sefalar que, la nica linea celular que prolifero
en medio liquido fue Nso B2s y esta fue la que se utiliz6 para realizar la cinética de

crecimiento (Figura 5).

Callogénesis

)

Cultivo de células en suspension

(D245 Bsio)
v \4
Cinéticas de crecimiento Identificacion de compuestos
(u, td, bmax e indice de mayoritarios (ccf).
crecimiento)

A

Extracto CHCl3:MeOH

l

Analisis por HPLC

Figura 5 Diagrama de establecimientos de cultivos de células en suspension e identificacion
‘de metabolitos
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3.2. Optimizacion de las condiciones de cultivos en suspension.
La cantidad de inoculo inicial es de gran importancia para estandarizar la produccion células

en suspension de C. chayamansa. En este caso se utilizoé un inoculo inicial del 6% para todos
los cultivos y se realiz6 una tincion del cultivo de células en suspension en el que se observo

en un microscopio optico (Olympus) la morfologia, tamafio y aglomeracion celular.

3.3. Cinéticas de crecimiento
Este parametro se determind durante 60 dias registrando el peso fresco (PF) y el peso seco

(PS) cada cinco dias. La biomasa de cada matraz (n=3, por cada punto de la cinética) se filtrd
al vacio en un embudo Biichner (papel filtro Whatman No.1) en condiciones de esterilidad.
La biomasa recuperada se lavo con agua destilada esterilizada para eliminar los residuos del
medio; después de medir el PF, la biomasa se seco en estufa a 55°C y se determiné el PS

(Nicasio-Torres et al., 2012).
Se determinaron los pardmetros cinéticos de crecimiento:

1) La velocidad especifica de crecimiento (p) calculada a través del logaritmo de los
pesos secos de las biomasas secas determinadas durante la fase exponencial contra
tiempo,

2) Tiempo de duplicacion (td), que es el tiempo requerido para duplicar la biomasa y se
determin6 mediante la siguiente ecuacion td = In2/p,

3) Elindice de crecimiento se determiné calculando la biomasa maxima obtenida menos
el inoculo entre el inoculo; el rendimiento de la fuente de carbono entendido como
los gramos de biomasa seca producida por cada gramo de fuente de carbohidratos

totales suplementados al medio de cultivo.

La concentracion de azlcares totales se determind a través del método Fenol-Sulfurico
descrito por Dubois en 1956 con modificaciones y se realizé una curva de calibracion de la
absorbancia en funcion de la concentracion. Para esto se prepararon soluciones de 1-40 g/L
utilizando D-glucosa de 1-40 g/L como estandar (Anexo 1). Como blanco para las lecturas
se utiliz6 agua destilada aplicandole el mismo tratamiento. Se mezclaron 2 mL de muestra
con 2 mL de fenol al 5% en tubos digestores y se colocaron en una gradilla sumergida en un
bafio de agua fria. A los tubos se les anadieron 5 ml de H>SO4, se dejaron reposar por 15 min

y se analizaron en un espectrofotometro (Cecil 3000 series) a una longitud de onda de 490

44



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

nm. Los ensayos se realizaron por triplicado para obtener valores promedios (Estrada-Zufiga

et al. 2009).

3.4. Identificacion de metabolitos mayoritarios.
Se realizaron los extractos CHCI3:MeOH [1:1] de cada punto de la cinética de crecimiento

celular y se utilizé la técnica de ccf, en placas de aluminio de silica gel 60 Fass4 (Merck
Millipore), para la identificacion de triperpenos y se reveld con H2SO4 al 10%, para la
identificacion de compuestos fendlicos, las placas se revelaron con agentes quimicos
croméforos (Acido difenilborico aminoetilester 1%) / Polietilenglicol (NP-PEG) para
posteriormente observarlos en una lampara UV365 nm, una vez observado se espera observar
coloraciones fluorescentes azules (Pérez-Gonzalez et al., 2017). Una vez identificados los

metabolitos mayoritarios de realizé la cuantificacion por HPLC.

3.5. Cuantificacion e identificacion de metabolitos secundarios por HPLC
El equipo utilizado durante la identificacion y cuantificacion de MtS del extracto

CHCL:MeOH de C. chayamansa fue un cromatografo liquido de alta (HPLC) marca Agilent
Technologies 1100 series con un G1311A Quatpump (Altech Co., EE. UU). Equipado con
un G1315B DAD (Alltech Co., EE. UU.), y una columna NUCLEODUR C18 (Pirdmide 50
x 3 mm). Las muestras del extracto de cada punto de la cinética y estandares se filtraron con
una membrana de nailon (0.2 um), se inyectaron alicuotas de 20 pL, por tltimo, el software
de cromatografia CHEMSTATION (Rev. A.08.03; Agilent Technologies) se utilizo para
adquirir todos los datos del DAD. El area del pico que se muestra en el cromatograma de
cada solucion estandar se uso para identificar y cuantificar los compuestos presentes en el
extracto. Los resultados se expresaron como mg de compuesto por gramo de extracto seco

(mg compuesto/por gramo de extracto seco).

3.6. Identificacion de compuestos fendlicos.
Los estandares utilizados fueron linarina, siringina, acido p-cumadrico, 4cido sinapico, acido

cafeico, acido cinamico, quercetina, kaemperol, rutina, acido ferulico, &cido clorogénico,
acido galico y naringenina (marca Sigma). Se realizd una mezcla de los estandares y se
diluyeron en MeOH, la fase movil fue agua acidificada con acido acético al 0.3% y se utilizd
un flujo en gradiente de 0.100 a 0.700 ml/min a 300 nm con un tiempo de ejecucion de 60

min.
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Cuantificacion de acetato de a- y B- de amirina (AA)
El estandar de AA utilizado (Sigma S707023) se diluyé en MeOH, este compuesto es la

mezcla de acetato de a- y f-amirina. En primer lugar, se prepard la curva de calibracion (o,
y=1970.1x + 272.45; R? = 0.9984; B, y = 3654.6x + 545.52; R? = 0.9983) a concentraciones
de 78 a 5000 ng/mL (Anexo 2). Las condiciones del HPLC empleadas fue las descritas por
Khan et al. (2017), con algunas modificaciones. La fase mévil fue la mezcla de isopropanol
y acetonitrilo (1:24), con flujo de 0.9 mL/min (0-10 min), 0.7 mL/min (11-15 min) y 0.9
mL/min (16-20 min) a 210 nm, con un tiempo de corrida de 20 min. La temperatura de la

columna se mantuvo a 30°C.

3.7. Cuantificacion de escopoletina (SCO)
El estandar de SCO utilizado (Sigma S2500) se solubiliz6 en MeOH y se emple6 para trazar

la curva de patron (y = 14354x + 583.88; R? = 0.9988) a concentraciones de 46 a 3000 pg/mL
(Anexo 3). Las condiciones del HPLC fueron las descritas por Pérez-Hernandez et al.,
(2014), con algunas modificaciones. Como fase moévil se emple6 en una mezcla de
MeOH:H,O acidificada al 0.1% con acido formico (3:7), que se realizé de forma isocratica
con flujo de 1 mL/min a 366 nm, con un tiempo de corrida de 30 min. La temperatura de la
columna se mantuvo a 25°C. El software de cromatografia CHEMSTATION (Rev. A.08.03;
Agilent Technologies) se utilizd para adquirir todos los datos del DAD. Los resultados se
expresaron como mg de SCO por gramo de extracto seco (mg SCO/por gramo de extracto

S€co).

3.8. Cuantificacion de acetato de lupeol (AL)
El estandar AL (99,6% de pureza) se aislé previamente del extracto organico de C.

tehuacanensis, fue proporcionado por la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia
(UIMF), Hospital de Especialidades del IMSS. El AL fue solubilizado en una mezcla de
CHCl;: MeOH [1:1], con el cual se prepar6 la curva patron (y = 17518x + 1560.3; R? =
0.9958) a concentraciones de 62.5 a 2000 pg/mL (Anexo 4). Las condiciones del HPLC
fueron las descritas por Khan ef al., (2017), con algunas modificaciones. La fase movil fue
una mezcla de isopropanol y acetonitrilo [1:24], en forma isocratica con velocidad de flujo
de 0.9 mL/min a 210 nm y tiempo de corrida de 20 min. La temperatura de la columna se

mantuvo a 25°C.
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3.9. Obtencion del extracto a partir de cultivos de células en suspension (CNIII)
El material vegetal seco de los cultivos de células en suspension se extrajo 3 veces por

maceracion exhaustiva con CHCl;:MeOH a temperatura ambiente por 6 h. El extracto se
filtr6 y concentro a presion reducida acoplada a vacio. Mediante este proceso se obtuvieron

54.4 g de extracto con un rendimiento del 9.9% a partir de 548 g de material seco.

4. Resultados y discusion

4.1. Establecimiento del cultivo de células en suspension
Los callos utilizados para establecer los cultivos de células en suspension fueron los

obtenidos con las combinaciones N2_5 Bo_s, Ns_o B2_5, 12_5 Bo_s, Io_s Kz_s D0_5 Bo_s, D2_5 Bo_s, No_5
B2s, Naos Bso Da2s Bso, y Dso Bso, solo cuatro combinaciones mostraron friabilidad y

disgregacion en medio liquido (Tabla 2).

Tabla 2 Caracteristicas de callos formados con las combinaciones elegidas para cultivo de
células en suspension.

Combinacion Callo Caracteristicas

Aglomerados con pequenas
partes oxidadas coloracion
verde pardo

Nos Bas

Aglomerado coloracion
verde palido y con partes
oxidadas

Nos Bas

Friable al tacto, coloracion
verde palido y con partes
oxidadas

Nos Bas

, v Aglomerado coloracion
Nos Bas 1 i L verde palido y con partes

oxidadas
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Una vez transferidos los callos a medio liquido MS adicionado con glucosa los cultivos
produjeron diferentes cantidades de biomasa al dia 30. Las combinaciones Nos Bas
produjeron 420 mg/L de biomasa seca, N2o Bos (176.9 mg/L), Nas Bso (408.3 mg/L),
finalmente Nso B25(294.5 g/L) (Figura 6). Las combinaciones Nos B2s y Nas Bs, fueron
las que mostraron mayor formaciéon de biomasa; sin embargo, la combinacién Nos Bas,
presento demasiada aglomeracion y oxidacion en el cultivo celular. Por otro lado, la
combinacién Nz 5 Bs.o, presentd aglomeracion y formacion de agregados, sin embargo, al ser
sub cultivados los agregados fueron disminuyendo el tamafo, y este fue el cultivo elegido

para seguir con la cinética de crecimiento (Figura 7a).
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Figura 6 Biomasa obtenida con distintas combinaciones de RCV. Cada grupo esta representado como
la media (£) y su error estandar (e.e.). n=5

4.2. Optimizacion del cultivo de células en suspension
Una vez establecido el cultivo de células en suspension a partir del callo con el tratamiento

N2.5 Bs.o, se acondiciono el medio MS, adicionando D-glucosa més los mismos RCV a las
mismas concentraciones que en el callo. Se realizaron cinco sub-cultivos cada 30 dias con

6% de inoculo inicial en los cuales se observo que el crecimiento de la biomasa fue constante,
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y los agregados disminuyeron de tamafo, este cultivo fue denominado como ANB. Se realiz6
la observacion microscopica de las células en fresco para conocer el estado de las células,
observando que el cultivo tenia una uniformidad celular ya que se mostraban agregados
pequefios de 5 + 2 células por agregado. (Figura 7b). Debido a que el cultivo ANB proviene
de una planta lefiosa se sabe que este tipo de plantas suelen formar agregados en cultivos de

células en suspension (Phillips y Garda, 2019).

Figura 7 a) Cultivo de células en suspension de C. chayamansa empleando un inoculo del 6% de
callos derivados de explantes de hoja con ANA (2.5 mg/L) y BAP (5 mg/L); b) Células vegetales
del cultivo vistas en el microscopio (20X)

4.3. Cinética de crecimiento celular
La cinética establecida para el cultivo de células en suspension fue de tipo lote con duracion

de 60 dias, aplicando indculos del 6%. Se observo una fase de adaptacion del dia 0 al 19,
posteriormente se mostrd la fase logaritmica del dia 20 al 40 y finalmente la fase estacional
hasta el dia 60. La produccion maxima de biomasa celular fue de 4.60 g/L al dia 40 (Figura
8), correspondiente a IC =5.63. A partir de la fase logaritmica se determinaron los siguientes
parametros, velocidad de crecimiento celular (u = 0.082 d!) y tiempo de duplicacion (td =

8.45 d).

Los valores de biomasa fueron comparados con la cantidad de D-glucosa residual mostrando
que al paso de los dias la D-glucosa residual disminuia, por lo que se puede decir que el

cultivo de células en suspension es dependiente de la cantidad de la fuente de carbono.
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Figura 8 Caracterizacion del crecimiento del cultivo en suspension celular de C. chayamansa durante los 60
dias de incubacion. @ Produccion de biomasa y A concentracion de D-glucosa en medio de cultivo residual.
Todos los resultados se presentan como las medias = DS (indicado por barras verticales). Las medias = DS
seguidas por la misma letra no fueron significativamente diferentes (p <0,05) después del analisis estadistico
ANOVA de una via y la prueba post hoc de Student Newman Keuls (SNK) (p <0,05).

A la fecha no existian informes sobre cultivos de células en suspension de C. chayamansa,
sin embargo, se ha informado que una especie de la misma familia (Euphorbiacea), J. curcas,
mostr6 un valor p de 0.15 d' y un tiempo de duplicacion celular de 4.8 d. Los cultivos en
suspension se establecieron a partir de semillas utilizando un método de descomposicion
enzimatica, sin un paso previo para la induccion de callos ni la adiciéon de RCV (Laura et al.,
2018). Otro estudio reveld que la suspension de células de J. curcas se establecié facilmente
usando 2,4-D (0.5 mg/L), mostrando una biomasa maxima de 11.13 g/L, un tiempo de
duplicacién de 7.5 d, y un valor p de 0.092 d™! (Bernabé-Antonio et al., 2015). Estos tltimos
resultados en comparacién con nuestros hallazgos mostraron valores de p y td similares, lo
que indica que estas células en suspension crecieron ficilmente, pero una tasa
significativamente mas lenta que el trabajo previo de J. curcas (Laura et al., 2018), esto puede
deberse al uso de diferentes RCV Bernabé-Antonio et al., (2015). Estos resultados podrian
aplicarse como un modelo predictivo para estudiar los mecanismos de crecimiento para los

cultivos de células en suspension de C. chayamansa en investigaciones posteriores.

4.4. Identificacion de metabolitos mayoritarios
Una vez obtenidos los extractos se realizé la placa ccf para deteccion de triterpenos y

esteroles utilizando como estandares el acetato de moretenol, acetato de lupeol (aislados de
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la planta silvestre, Pérez-Gonzalez et al., 2018) y B-sitosterol (Sigma S1270), revelando con
H>SO4al 10% y empleando como sistema de elucion Hex:AcOET [95:5]. En el extracto se
identifico B-sitosterol (R= 0.10) desde el dia 5 y hasta el dia 60, también se identifico al
acetato de lupeol (R=0.21) desde el dia 20, pero la mancha mayoritaria del compuesto fue al
dia 40, para el acetato de moretenol (Rf=0.72) se identific6 como minoritario en el dia 45
(Figura 9). Por otro lado, también se presentaron otras dos manchas mayoritarias en el dia 40
que no fueron identificadas.

Lo M _NAEY Casi sl . 7 i

Figura 9 Perfil cromatografico por ccf de los extractos de la cinética de crecimiento celular para la identificacion
de compuestos de naturaleza terpénica.

En otros reportes se identificaron acetato de lupeol, acetato de moretenol y moretenol en una
de las fracciones mayoritarias de extracto CHCl3:MeOH de la planta silvestre (Pérez-

Gonzalez et al., 2017, 2018).

También se realizo la identificacion de cumarinas en el extracto ANB compardndolas con
referencias puras de esculetina, esculina, escopoletina y cumarina. El sistema utilizado para
la elucion de la placa fue CHCI3;:MeOH [97:3] y se observo al UV3es um Unicamente se
identificé una concordancia con SCO (R#=0.62) (Figura 10).
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CHCI::MeOH [97:3]

12 3 45

Figura 10 Cromatografia en capa fina para la identificacion de cumarinas.
Sistema de elucion CHCI3:MeOH [97:3], 1, Esculetina; 2, Esculina; 3, Escopoletina; 4, cumarina; 5, extracto
de las células en suspension al dia 40, observadas a UV 365 nm.

Previamente se reporta la presencia de cumarinas en los extractos EtOH y de AcOET,
mediante pruebas cualitativas (Garcia-Rodriguez et al. 2014). También se reporta la
presencia de SCO con un Rf = 0.49 en el extracto CHCl3:MeOH de hojas y tallos utilizando
un sistema de elucion en diferente proporcion CHCl;:MeOH [10:0.26] (Pérez-Gonzalez et

al., 2019)

4.5. Identificacion de compuesto fenolicos por HPLC
De manera adicional, se realizo la inyeccién de una mezcla de compuestos fendlicos puros

(acido clorogénico, acido cafeico, acido fertlico, 4cido p-cumarico, rutina, 4cido cindmico,
quercetina y caempferol) en HPLC (Figura 11a) para poder determinar si algunos de estos
estaban presentes en el extracto ANB. En el cromatograma del extracto ANB se identifico,
acido cafeico (2; tr = 23.538 min), 4cido ferulico (3; tr = 26.392 min), 4cido cinamico (6; tr
= 34.047 min) y quercetina (7; tr = 26.392 min) a una A=300 nm, en pequenas cantidades

(Figura 11Db).
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Figura 11 Cromatograma de HPLC para la identificacion de fenoles en el extracto de ANB empleando algunos
estandares comerciales de fenoles (Sigma). a) 1: acido clorogénico, 2: acido cafeico, 3: acido ferulico, 4: acido
p-cumarico, 5: rutina, 6: acido cindmico, 7: quercetina, 8: cacmpferol b) extracto ANB.

En estudios previos se reportd la cuantificacion por HPLC de quercetina (Figura 11) en hojas
crudas (44.7ug/g) y en hojas cocidas (40.2pg/g) (Kuti and Konuru 2004). Otro reporte indica
que el extracto acuoso de raices de C. chayamansa contiene 0.35% de compuestos fenolicos,

sin especificar qué tipo de compuesto (Jimoh ef al., 2009).

OH
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Figura 12 Estructura quimica de la quercetina.

4.6. Cuantificacion de acetato a y p amirina
La cuantificacion se realizd6 en HPLC, comparando con un estandar comercial puro de a y 3

amirina, el estandar comercial mostr6 que para el acetato de a-amirina el tr=11.39 min,
mientras que para el acetato de B-amirina fue de 11.390 (Figura 13a), por lo que se pudo

realizar la cuantificacion de ambos compuestos en el extracto ANB.
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Figura 13 Cromatograma de HPLC para la identificacion de AA en el extracto de ANB en comparacion con el
estandar comercial (Sigma). a) 1. Acetato de a-amirina (Rt=11.391) 2. Acetato de B-amirina (Rt= 11.39 min)
b) Extracto ANB, Acetato de a-amirina; 2. Acetato de -amirina

En el cromatograma del extracto se observa que los picos presentes muestran un tiempo de
retencion similar al del estandar comercial de a- y B-amirina (Figura 13b), en cuanto a la
cuantificacion se calculd que el extracto contiene 82.83 mg/g de acetato de a-amirina 'y 82.31

mg/g de B-amirina (Figura 13b).

Previamente algunos autores reportan la identificacion de acetato de a-amirina (Figura 13a)
y acetato de B-amirina) para diferentes especies de Cnidosculos. En el extracto diclorometano
(CH2Cl) de C. aconitifolius, se identifico y cuantifico ambos compuestos por medio de
cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS), mostrando que el extracto contenia 3.3
mg de acetato de a-amirina (tg=12.73 min) y 27.4 mg de acetato de f-amirina (tg=12.88 min)
(Escalante-Erosa et al., 2004). Por otro lado en el extracto CHCL3:MeOH [1:1] de la especie
C. tehuacanensis se identificd acetato de B-amirina en una de las fracciones mayoritarias
encargadas de la actividad antiinflamatoria, esta fraccion se identifico otro triterpeno llamado
acetato de lupeol, calcularon la proporcion de la mezcla y esta fue acetato de lupeol 90.4% y
acetato de P-amirina, 8.9% (Jimenez-Arellanes et al., 2018). Finalmente en la fraccion
primaria del extracto CHCl;:MeOH de Cnidoscolus chayamansa se identificé por HPLC para
ambos compuestos, acetato de a-amirina (tr= 16.81 min) y acetato de f-amirina (tr=17.25

min) (Pérez-Gonzalez et al. 2018), por otro lado, en el mismo extracto se cuantifico la
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cantidad de acetato de B-amirina (tr=22.097 min) por GC-MS en una de las fracciones
mayoritarias, la cantidad de acetato de B-amirina fue de 131.33 mg (41.46%) y esta estaba en

mezcla con acetato de lupeol (56.67%) (Pérez-Gonzélez et al., 2019).

Figura 14 Estructura quimica de acetato de a-amirina (A) y acetato de B-amirina (B).

4.7. Cuantificacion de escopoletina (SCO)
El analisis por HPLC, mostrd que el estandar de SCO mostrd tr=21.952 min (Figura 15a)

mientras que en el extracto se detectd a tg=22.002 min (Figura 15b). La cuantificacion de la

SCO en el extracto ANB fue de 38.88 mg/g de extracto seco de ANB.
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Figura 15 Cromatograma de HPLC para la identificacion de SCO en el extracto de ANB en
comparacion con el estandar comercial (Sigma). a) Escopoletina (t=21.95 min) b) Extracto ANB
(tg=22.00 min).
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Previamente se identific6 SCO en C. chayamansa en el extracto CHCl3:MeOH de las hojas
de C. chayamansa por ccf, utilizando un sistema de elucion CHCl3:MeOH [10:0.26] con un
R=0.73, también reportaron la cuantificaron por HPLC (tr=21.57 min), el cual contiene 0.19
mg/g de extracto seco; ademas reportan el contenido de SCO en la fraccion primaria,
obteniendo 31.56 mg/g de fraccion (Pérez-Gonzélez et al., 2019). Comparando los resultados
del extracto de la planta silvestre con la cuantificacion del extracto de cultivos de células en
suspension ANB, el extracto de cultivo celular contiene mayor cantidad de SCO (38.88 mg/g
de extracto ANB seco) que el extracto de la planta silvestre (0.19 mg/g de extracto seco).
Existen reportes donde proponen a la SCO como una alternativa para tratar padecimientos
inflamatorios debido a su buena actividad biolégica en diversos ensayos in vivo e in vitro
(Wan et al., 2019). Con los resultados obtenidos en este trabajo, se encontrd que el cultivo
de células en suspension de C. chayamansa es una alternativa para la produccion controlada

de SCO, la cual puede ser utilizada para nuevos tratamientos en padecimientos inflamatorios.

HO 0] 0

™~ Z

6]
Figura 16 Estructura quimica de SCO

4.8. Cuantificacion de acetato de lupeol (AL)
El cromatograma de HPLC del extracto ANB mostrd que las células tenian la capacidad de

producir AL, ya que la concentracion cambio a lo largo de los 60 dias de cultivo. Respecto a
la cantidad de biomasa, el contenido de AL fue mayor en el dia 40 (Figura 17), en este dia la
fase de crecimiento cambia a fase estacional. Se ha descrito que los triterpenos no se
consideran esenciales para el crecimiento y desarrollo normales de la planta, y aunque existen
en plantas en forma simple no modificada, a menudo se acumulan como conjugados con
carbohidratos y otras macromoléculas. Estas moléculas tienen importantes funciones
ecoldgicas y farmacoldgicas, algunas evitan el ataque de plagas y le confiere resistencia

contra patdégenos y a la calidad de los alimentos en las plantas de cultivo. También tienen una
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amplia gama de aplicaciones comerciales en los sectores de la biotecnologia alimentaria,

cosmética, farmacéutica e industrial (Thimmappa et al., 2014).
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Figura 17 Cuantificacion de Alen el extracto ANB obtenido durante el periodo de incubacion (60 dias).
® Produccion de biomasa y A Contenido de AL. Todos los resultados se presentan como las medias + D.E. Las
medias + D.E. (p <0.05) ANOVA de una via y la prueba post hoc de Student Newman Keuls (SNK) (p <0.05).

La produccion més alta de AL fue de 38.1 mg/g de extracto ANB seco en el dia 40 (Figura

18a). Al comparar la produccion de AL entre los cultivos celulares de C. chayamansa versus

el contenido de este metabolito en las hojas de la planta silvestre; se observo que en este

ultimo material la produccion fue mas baja de 2.9 + 0.2 mg/extracto seco (Figura 18b).
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Figura 18 Cromatograma de HPLC para la identificacion de SCO en el extracto de ANB en comparacion
con el estandar comercial (Sigma) a) Estandar AL (tzg=21.952) b) Extracto ANB (tzg=22.002)

El extracto ANB del cultivo de células en suspension es una fuente alterna y sustentable para
la obtencion de AL comparada con la cantidad encontrada en la planta silvestre. Este
compuesto se le atribuye importante actividad antiinflamatoria y otras actividades biologicas
(Lucetti et al., 2010). Existen investigaciones de otras plantas como Strobilanthes ciliatus
donde reportan que el extracto de éter de petrdleo contiene 1.6 mg/g de extracto seco de AL
(Venkatachalapathi y Subban, 2012). Antes de este reporte no existian informes sobre la
produccion de AL por cultivos de células en suspension.

Este trabajo puede garantizar la disponibilidad de material vegetal para la obtencion de
compuestos de interés medicinal de alto valor, bajo en condiciones controladas que pueden
representar una ventaja sobre las plantas silvestres. Se ha descrito que los metabolitos
secundarios desempefian funciones particulares e importantes en las plantas en respuesta a
factores bidticos (contra infeccidn por hongos, bacterias y virus) y abidticos (deficiencia
mineral, sequia, radiacion ultravioleta y bajas temperaturas) que alteran la biosintesis de
macromoléculas, causando una variacion en el contenido de MtS (Moura et al., 2019). El
empleo de las técnicas biotecnoldogicas ha permitido obtener avances para obtener
compuestos bioactivos con beneficios especificos para la salud y permiten establecer cultivos

de células vegetales a gran escala en biorreactores para lograr un bioproceso comercial (Isah

et al., 2018).
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5. Conclusiones

La mejor combinacion de RCV para obtener las células en suspension de C.
chayamansa fue: ANA + BAP (5 mg/L + 2.5 mg/L) con D-glucosa como fuente de

carbono

La cinética de crecimiento preliminar permitio calcular la velocidad de crecimiento
(u = 0.078d™1), el tiempo de duplicacion celular (td = 8.8 d) biomasa méaxima
(bpmax = 8.98 £0.02 g/L) e indice de crecimiento (IC = 6.23 £+ 0.056 g/L).

Se establecidé que al dia 40 pos-cultivo la produccion de metabolitos secundarios
como terpenos y cumarinas fue mayor, al realizar su deteccion por medio de ccfy se

corrobor6 por analisis HPLC.

Por ccf se detecté SCO, B-sitosterol, AL, acetato de moretenol y otros triterpenos en

el extracto ANB.

Por HPLC se detectaron acido cafeico, 4acido ferulico, acido cindmico y quercetina en

el extracto ANB.

Por HPLC se cuantifico la cantidad de acetato de a-amirina (82.83 mg/g de extracto

ANB vy acetato de B-amirina (82.31 mg/g de extracto ANB).

Por HPLC se cuantifico la cantidad de SCO en el extracto ANB dando como resultado
38.88 mg/g de extracto ANB seco, contenido mucho mayor que el de la planta

silvestre (0.19 mg/g de extracto seco).

Por HPLC se cuantifico la cantidad de AL en el extracto ANB dando como resultado
38.1 mg/g de extracto ANB seco, siendo mayor el contenido que el de la planta
silvestre (2.9 mg/g de extracto seco). También se identificd el pico maximo de
produccion de AL en la cinética de crecimiento siendo este el dia en el cual se
realizaba la colecta de las células para la realizacion del extracto que se utilizo para

las pruebas biologicas descritas en el capitulo I11.
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Cnidoscolus chayomansa (Tree spinach’ or Chaya) produces lupeol acetate { LUAC) naturally. Cell culture may rep-
resent a viable alternative production method to sustainably use of natural resources. No studies have reported
LUAC production in vitro or in Chaya cell culture. The aim of the study was to establish a C. chayamansa cell sus-
pension culture, quantify LUAC production and evaluate the extract’s antioxidant and antibacterial activity. To in-
duce callus, immature leaves were cultured in Murashige and Skoog (MS) culture medium supplied with
different combinations of auxin (2 4-dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D; «-naphthalene-acetic acid, NAA;
indole-3-acetic acid, IAA or indole-3-butyric acid, IBA) and cytokinin (6-benzylaminopurine, BAP; or kinetin,
KIN} at concentrations of 0.5, 2.5, and 5.0 mg/L The higher percentage of callus induction (75.0%) and the best
friable characteristic were exhibited when combining NAA (2.5 mg/L) and BAP (5.0 mg/L). This callus was
used to establish a cell suspension culture, quantify LUAC production and evaluate the antioxidant and antibac-
terial activity. The maximum dry biomass (DW) of the cell suspension culture was 9.2 g/L at 40 days, growth
index 5.63; specific growth rate () of 0,082 days; and doubling time (td) at 8.45 days. Cells growth was related
with D-glucose culture medium concentration. Cell suspension culture produced 38.1 mg LUAC/g extract at
40 days of culture, which was greater than the production in wild plant leaves (2.9 mg LUAC/g extract). Extracts
exhibited moderate antioxidant activity { ECsp 16.60 mg/mL) and antibacterial activity against Staphylococcus au-
reus, Listeria monocytogenes and Staphylococcus coagulase. Although the extracts exhibited only moderate biolog-
ical activity, these produced a large amount of LUAC. Therefore, C. chayomansa cell suspension culture represents
an alternative LUAC source instead of using the wild plant.

© 2019 SAAB. Published by Elsevier BV. All rights reserved.
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1. Introduction

Cnidoscolus chayamansa ethnobotany goes back to pre-Columbian
times and was used as an ornamental, food and medicinal plant by
Mayan families from Central and South America (Ross-lbarra and
Molina-Cruz, 2002). in Mexico, it is commonly known as Chaya, and
its main uses is as an edible leafy and medicinal plant {Aguilar et al.,
2010). Moreover, it is reported as a dietary supplement for tilapia cul-
ture, and it greatly improves the efficiency of food handling of an inte-
grated agriculture and aquaculture system (Poot-Lipez et al., 2010).
As a food, its nutritional value has already been recognized as an impor-
tant source of proteins, vitamins, minerals, and fatty acids (Ross-lbarra

* Corresponding author.
E-mail address: cuhp@xanum.uamms (F. Criz-Sosa).

hitps: /doi.org/10,1016/ 5ajb.2019.06 030
0254-6295/0 2019 SAAB. Published by Elsevier BV. All rights reserved.

and Molina-Cruz, 2002; Kuti and Kuti, 1999). As a medicinal plant, sev-
eral parts (stems, shoots, leaves, and roots) of C. chayamansa are used to
counteract different diseases (eg. diabetes, and inflammatory related
diseases) (Valenzuela-Soto et al., 2015; Bautista-Cruz et al, 2011;
Villareal-Ibarra et al., 2015; Ross-lbarra and Molina-Cruz, 2002).
Recently, several in vitro, in vivo and phytochemical studies have
been performed to investigate medicinal uses of C. chayamansa. For
example, a clinical trial in women with early metabolic syndrome
showed that the ingestion of an infusion of microwave-dehydrated
leaves from this plant reduces hyperglycemia, although the infusion
was not phytochemically characterized (Cardenas-lbarra et al, 2017).
Since the phytochemical review, different types of secondary metab-
olites have been determined from this species, such as cyanogenic gly-
cosides, phenolic compounds (flavonoids, tannins, phenolic acids),
terpenoids (saponins, triterpenoids, sterols), and alkaloids
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Capitulo I11

Actividad antioxidante, antibacteriana y
antiinflamatoria aguda y crénica.

En este capitulo se describe la actividad
antioxidante in vitro, la actividad
antibacteriana, la actividad antiinflamatoria
en dos modelos agudos (topico y
sistémico), y finalmente la actividad
antiinflamatoria  crénica (topica) del
extracto ANB en modelos in vivo.
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1. Antecedentes
En este capitulo se describen las actividades biologicas evaluadas para el extracto ANB,

como: actividad antioxidante in vitro, esta se evaludé por el método colorimétrico de
reduccion del radical DPPH utilizando como control quercetina; la segunda actividad fue la
antibacteriana, realizada con el método Kirby-Bahuer midiendo el halo de inhibicion; la
tercera actividad fue la antiinflamatoria: para esto se utilizaron dos modelos agudos, uno
topico y otro sistémico en ratones Balb/C, como firmaco de referencia se utilizo
indometacina. Finalmente, la actividad antiinflamatoria crénica se realizo en un modelo
topico, la inflamacion fue inducida con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) el cual se

administr6 cada tercer dia por diez dias en ratones de la cepa Balb/C.

1.1. Inflamacion
La mayoria de las enfermedades cronico-degenerativas (como la artritis reumatoide) son

iniciadas principalmente por un proceso inflamatorio cronico. Esta respuesta inflamatoria
surge en tres fases cronologicas precisas, dependiendo de la patogenicidad y persistencia del

estimulo, cada fase parece ser mediada por mecanismos diferentes:

1) Fase aguda que se caracteriza por vasodilatacion local transitoria y mayor

permeabilidad capilar

2) Fase subaguda tardia caracterizada por la infiltracion de leucocitos y células

fagociticas

3) Fase proliferativa crénica en donde hay degeneracion y fibrosis del tejido afectado,

asi como infiltracion de linfocitos T y B (Burke et al., 2007).

1.2. Procesos inflamatorios y su relacion con diversas enfermedades.
La inflamacion es una respuesta fisiolégica del huésped ante un estimulo fisico (golpes,

quemaduras, congelacion, radiaciones, etc.), quimico (abrasiones por acidos, alcalis, aceite
mineral, etc.) y bioldgico (infeccidon por virus, bacterias o parasitos, toxinas, etc.), por lo que
la capacidad de desencadenar un proceso inflamatorio resulta esencial para la supervivencia.

El proceso inflamatorio en la fase aguda se caracteriza por vasodilatacion, edema y
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acumulacion de leucocitos en la zona afectada (Alessandri et al., 2013) y cuando no se
controla inmediatamente se observa acumulacion de prostaglandinas, tromboxanos y otros

mediadores quimicos en el sitio del dafo.

Es bien conocido que los Radicales Libres (RL) principalmente especies reactivas de
Oxigeno (ROS) juegan un papel importante para mantener y/o generar procesos
inflamatorios como cancer, arterosclerosis, artritis reumatoide, diabetes y enfermedades
neurodegenerativas. Ademas, se ha descrito que los antioxidantes juegan un papel importante
para disminuir los niveles de RL o ROS y por ende actlian como agentes antiinflamatorios
en diversos procesos inflamatorios de tipo cronico principalmente al inhibir la via oxidativa

o el estallido respiratorio de las células inmunes (Alessandri et al., 2013).

Cada estimulo desencadena un tipo de respuesta caracteristica, que determina la magnitud e
intensidad del proceso inflamatorio; cuando este es agudo, la respuesta proinflamatoria
inicial estd controlada por moléculas inmunoreguladoras como los inhibidores especificos y
los receptores solubles de las citocinas. Las principales citocinas antiinflamatorias son el
antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1 ra), el factor transformador del crecimiento beta
(TGF-B) y las interleucinas 4, 6, 10, 11 y 13. En condiciones fisioldgicas, todas estas
moléculas sirven como inmunomoduladores y, por lo tanto, limitan el efecto potencialmente
dafiino de la reaccion inflamatoria. Sin embargo, en condiciones patologicas, la respuesta
antiinflamatoria endégena puede ser insuficiente para contrarrestar la actividad inflamatoria.
Todo lo anterior da origen a la inflamacion crénica (Burke ef al., 2007; Hu et al., 2005; Rang
etal.,2004). La intensidad de la respuesta inflamatoria es crucial: si esta es insuficiente puede
conducir a la inmunodeficiencia, lo que da lugar a las infecciones y cancer. Por otro lado, un
exceso de respuesta causa morbilidad y mortalidad que acompafian a las enfermedades con
un importante componente inflamatorio, como la artritis reumatoide (AR), asma,
aterosclerosis, esclerosis multiple, isquemia cerebral y del corazén, enfermedades de Crohn
y Alzheimer. En algunos casos, la respuesta inflamatoria alcanza la circulacion sistémica,
como en la sepsis, meningitis y muchos otros traumas (Lansky ef al., 2007), en estos casos,

la inflamacion puede ser mucho mas dafiina para el organismo que el estimulo original.
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1.3. Inflamacion cronica
Es una reaccion lenta y latente que continia durante meses e incluso afios y supone la

destruccion tisular, asi como la proliferacion local de las células y del tejido conjuntivo.
Puede desarrollarse por diferentes causas, como: a) progresion no autorregulable de una
inflamacion aguda, b) episodios recurrentes de inflamacion aguda por agentes infecciosos
recurrentes o de alta virulencia, ¢) inflamacion cronica in vivo. Se caracteriza por la presencia
constante de linfocitos, monocitos y células plasmaticas, debido a que el estimulo nocivo ha
sido persistente. La presencia de estas células inflamatorias puede dar lugar a alteraciones
funcionales del tejido, ya sea por la accion directa de los mediadores producidos por las
células linfoides o bien por el depdsito continuo de coldgeno por los fibroblastos debido la
cicatrizacion. En la actualidad van en aumento los padecimientos cronico-degenerativos por
diversos factores tanto sociales, ambientales y estilo de vida ya que estos milti-factores
desencadenan distintas enfermedades como las cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus,
enfermedad renal crénica, enfermedad del higado graso no alcohdlico y trastornos
autoinmunes y neurodegenerativos; debido a esto, se necesitan terapias y alternativas para
tratar estos padecimientos ademas de los tratamientos alopaticos convencionales poco

efectivos (Furman et al., 2019).

1.4. Terapias antiinflamatorias
Dado que las enfermedades de tipo inflamatorio son muy variadas y diversas, la industria

farmacéutica ha creado numerosos medicamentos que disminuyen y/o curan los procesos
inflamatorios y los cuatro tipos mas importantes de agentes farmacologicos que inhiben la

respuesta inflamatoria son:

1. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), cuyo prototipo es la aspirina
(Rang et al., 2004; Burke et al., 2007). Algunos ejemplos son indometacina, naproxeno,
diclofenaco y piroxicam.

2. Farmacos antiinflamatorios esteroideos (AIE), o corticoesteroides, cuyo prototipo es
la hidrocortisona. Otros fAirmacos esteroideos son los glucocorticoides.

3. Los farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad o FARME son

farmacos de accion lenta, aunque méas o menos duradera, evitan la progresion del dafio
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estructural y, eventualmente, inducen la remision o curacion de la enfermedad. Los FARME
se usan principalmente para tratar la artritis reumatoide (AR), como el metrotexato y los
aurotimolatos o sales de oro (Bermas, 2014).

4. Agentes biologicos modificadores de la respuesta biologica (MRB), los cuales se
unen e inhiben directamente a las citocinas y quimiocinas proinflamatorias (TNF-alfa, IL-1

y IL-6). Algunos ejemplos son el infliximab y el adalimumab (Shah et al., 2014)

Los AINEs (aspirina, indometacina, ketorolaco, ibuprofeno), son los medicamentos mas
recetados a nivel mundial, ya que tienen una eficacia terapéutica similar. Son inhibidores de
la ciclooxigenasa inducida (COX-2) y bloquean la produccion de prostaglandinas (PG) E2
que actian como factores inmediatos de la inflamacion en su fase aguda y son las
responsables del dolor, la vasodilatacion, el aumento de la permeabilidad vascular y la fiebre.
Los AINES en concentraciones altas, también aminoran la produccién del radical
superoxido, inducen la apoptosis, inhiben la expresion de moléculas de adherencia, y
disminuyen la cantidad de citosinas proinflamatorias (como TNF-a, IL-1); ademas modifican
la actividad de linfocitos y alteran otras funciones de la membrana celular (Burke et al.,

2007).

Los glucocorticoides previenen la inflamacion a través de la apoptosis de las células inmunes,
un tipo de muerte celular programada. Existen dos tipos, los no fluorados como la prednisona
y la prednisolona, los cuales se usan para controlar la inflamacién en padecimientos cronicos
como la AR, y los fluorados como la dexametasona y la betametasona (Sorrells y Spolsky,

2007; Bermas, 2014).

Otros antiinflamatorios mas especificos y menos utilizados por su elevado costo son los
modificadores de la enfermedad conocidos como FARME o DMARD; su caracteristica
principal es que reducen la sintomatologia y esto aumenta la calidad de vida. Algunos
ejemplos de estos son el metotrexato (MTX), sulfasalazina y leflunomida, existen otros mas
especificos como los inhibidores del factor de necrosis (TNF) (adalimumab, certolizumab,
pegol, etanercept, golimumab e infliximab), los inhibidores especificos de anti-células T
(abatecep) y otros de anti-células b (rituximab) los inhibidores de IL-6 (anticuerpos

monoclonales) (Smolen et al., 2013).
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Un ultimo tipo de medicamentos para tratar procesos inflamatorios cronicos principalmente
como la AR, osteoartritis, son los agentes biologicos modificadores de la respuesta biologica
(MRB), los cuales son inhibidores de TNFa, IL-1, como etanercept, infliximab, abatacep,
rituximab. Estos agentes biologicos atacan a los componentes especificos de la respuesta del
sistema inmunoldgico que contribuyen a la enfermedad mientras que preservan las funciones

inmunologicas necesarias dejandolas intactas (Oray, et al., 2016).

1.5. Efectos adversos
La reaccioén adversa mas comun de los AINEs (con excepcion de los COX-2 selectivos y de

los p-aminofenoles), es que producen erosiones y ulceras gastricas (gastropatia por irritacion
ulcero-gastroduodenal), cuando se consumen frecuentemente (Halter et al, 2001). Los
mecanismos por los cuales los AINEs provocan dafio en la mucosa gastrointestinal son
diversos. La inhibicion de la COX-1 provoca un decremento en la secrecion de moco, reduce
el flujo sanguineo y causa dafio vascular, la acumulacioén de leucocitos, la disminucion en el
numero de células, factores que contribuyen al dafio de la mucosa. Ademas, debido a la
inhibicion de la formacion de prostaglandinas, existe un aumento de neutrofilos adheridos al
endotelio vascular de las vénulas géstricas y mesentéricas, lo cual causa estasis microvascular
y dafio a la mucosa por isquemia y el incremento de radicales libres y proteasas (Halter et al.,
2001). También inducen dafio local en el sitio de contacto, al incrementar la permeabilidad
gastrointestinal (GI), lo cual a su vez permite que pasen factores agresivos de la luz a la
mucosa (Halter ez al., 2001). Dado que todos los antiinflamatorios causan en menor o mayor
medida efectos adversos, aunado al elevado costo, es necesario contribuir a la busqueda de

este tipo de compuestos en diversas fuentes como las plantas medicinales.

1.6. Compuestos obtenidos por proceso biotecnoldgico con actividad
antiinflamatoria.
Se han descritos distintos metabolitos con actividad antiinflamatoria obtenidos a partir de un

proceso biotecnoldgico, sin embargo, a la fecha no se ha descrito ninguno de la familia de

las Euphorbiacea ni del género Cnidoscolus.

Algunos metabolitos con actividad antiinflamatoria fueron a aislados de las siguientes

especies: 1) De Eleutherococcus sessiliflorus en medio de cultivo MS suplementado con 1
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mg/L de 2,4-D en frascos de cultivo con agitaciéon y en oscuridad, lograron obtener
eleuterosido y 4cido clorogénico, estd descrito que el metabolito identificado como
eleurterésido tiene actividad antiinflamatoria (Shohael et al., 2008); 2) Olea europaea en
medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa + 1 mg/L 2,4-D + 0.1 mg/l Kinetina y
sustituyeron el K" por NH4" en frascos en agitacion y en periodo de oscuridad, obtuvieron
terpenos como el acido oleanolico, acido maslinico, 4cido ursolico, dcido pomolico, acido
tomentico y acido rotundico, estos terpenos tienen reportes de su importante actividad
antiinflamatoria (Orihara y Ebizuka 2010); 3) de Eriobotrya japonica en medio MS
complementado con 2.5 mg/L 6-BA + 1 mg/L NAA y 30 g/L de sucrosa en oscuridad con
agitacion, obtuvieron distintos terpenos como acido tomentico, acido corosolico, acido

ursolico y acido maslinico (Ho et al., 2010).

Para la especie S. angustifolia se han demostrado distintas actividades biologicas, de las
cuales destaca su significativa actividad antiinflamatoria en modelos murinos donde del
extracto CH2CL2:CH3OH obtenido a partir de cultivos de células en suspension, se aislaron
dos compuestos, tomentina y acido spharalcico, los cuales mostraron 58% y 66% de
actividad antiinflamatoria respectivamente, en el modelo de carragenina a una dosis de 45
mg/kg, administrado por via intraperitoneal; ademéis en el modelo de actividad
antiinflamtoria topica (TPA) la tomentina (225 mM /oreja) mostré un 57% de inhibicion
sobre la formacion del edema auricular y el acido spharalcico (174 mM/oreja) mostré un 86%
de inhibicion, ambos compuestos mostraron un efecto dosis dependiente con una DEso= 93
mM. El acido spharalcico es el compuesto mas activo en ambos modelos, tanto topico como

sistémico (Pérez-Hernandez, et al., 2013).

En la actualidad se estan buscado alternativas dentro de las plantas medicinales como fuente
de principios bioactivos, los cuales puedan coadyuvar en el tratamiento convencional de
enfermedades cronico-degenerativas como la AR y en enfermedades recurrentes como la
tuberculosis (Tb), ya que la mayoria de tratamientos son prolongados y los medicamentos
alopaticos tienen elevado costo, son prolongados y generan diversos efectos adversos, esto
inciden en el abandono del mismo y/o en complicaciones. Dentro de los efectos adversos de

estas terapias se encuentran la hepatotoxicidad, gastrotoxicidad inmunosupresion y
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nefrotoxicidad (Halter ez al., 2001). Debido a lo anterior se han realizado en los ltimos afios
escalamientos en los procesos inherentes a la sintesis de MtS aislados de plantas medicinales

los cuales han llegado a estudios de fase clinica (Nicasio-Torres ef al., 2012).

Un estudio que trascendio a la fase clinica es el del extracto de S. angustifolia probado en
modelos murinos con el modelo de inflamacion cronica inducida con Adyuvante completo
de Freund (Poliartritis), administrando el extracto CH>Cl, de las partes aéreas de la planta en
ratas macho Sprague Dawley a una dosis de 100 mg / kg diarios durante 8 dias, mostrando
un efecto sostenido sobre la disminucion del edema con 62.6% de actividad antiinflamatoria.
También existen reportes de la actividad antiinflamatoria en modelos topicos (TPA) el cual
fue realizado en ratones machos (Balb/c) administrados a una dosis de 2 mg/oreja mostrando
un 50.65% de inhibicion de formacion de edema auricular y una significativa proteccion
contra la irritacion causada por el TPA (Garcia-Rodriguez et al., 2012). Debido a su alto
potencial antiinflamatorio de esta especie se realizd un estudio en fase clinica doble-ciego;
el experimento se llevo acabo en 130 pacientes diagnosticados con osteoartritis, del total de
pacientes, 55 fueron tratados con un gel que contenia extracto estandarizado de S. agustifolia
al 1% (enriquecido con hidroxi-cumarinas) mientras que 58 pacientes fueron tratados con
diclofenaco al 2 %. La efectividad terapéutica del gel administrado via tdpica por 4 semanas
fue de 89% mientras que la del grupo control (diclofenaco al 2%) fue de 91.3%, lo que
destaca del estudio es que los pacientes que recibieron el tratamiento (gel del extracto
estandarizado) no mostraron efectos adversos, pero si una mejoria de su padecimiento

(Romero-Cerecero et al., 2013).

Lo anterior nos lleva a la busqueda de alternativas para la mejora de padecimientos cronicos
degenerativos por lo que los cultivos de tejidos vegetales representan una alternativa a las
plantas completas (silvestres) como fuente de fitoquimicos. Este enfoque permite tierras
agricolas que pueden usarse para producir alimentos y otras materias primas, favoreciendo
asi la produccion fitoquimica estandarizada independientemente de las adversidades

climaticas y los eventos politicos.

En los tltimos 20 afios, se han desarrollado diferentes estrategias para aumentar la sintesis y

la extraccion de metabolitos secundarios del cultivo de tejidos obteniendo resultados notables
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(Nielsen et al., 2019), por lo que en este capitulo se presentan los resultados de los ensayos
bioldgicos realizados con el extracto ANB en modelos in vivo de inflamacion para corroborar
si el efecto farmacologico permanece, es similar o aumenta respecto a lo mostrado por el

extracto de la planta silvestre.

2. Objetivos particulares
e Se evalu6 el potencial antioxidante del extracto ANB
e Se evaluo la actividad antibacteriana por el método Kirby-Bauer
e Se evalu6 la actividad antiinflamatoria del extracto ANB en dos modelos in vivo
de inflamacién aguda.
o Topico inducido con TPA
o Sistémico inducido con carragenina
e Se evalu6 la actividad antiinflamatoria del extracto ANB en un modelo in vivo de
inflamacion cronica topica inducida por TPA en multiple administracion.

3. Metodologia

3.1. Potencial antioxidante, iinhibicion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH).
La capacidad de captura de los radicales libres del DPPH (Sigma—Aldrich, D9132-5G) fue

determinada de acuerdo al método colorimétrico de Brand-Williams modificado por
Miliauskas (Miliauskas et al., 2004). E1 DPPH tiene una absorcion maxima de 517 nm, la
cual disminuye cuando existe una reduccion del radical libre por parte de un agente

antioxidante.

La absorbancia se midio6 a los 30 min de reaccion en un espectrofotometro (Bio-Rad Modelo:
SmartSpec Plus). E1 DPPH (1.78 mg) se disolvi6 en 50 mL MeOH (concentracion de 9 x 10-
sM) con una concentracion inicial de 35.48 pg/mL, se prepar6é al momento, a temperatura
ambiente y protegido de la luz. El método consistié en mezclar 2.9 mL de la solucion de
DPPH con 100 pL del extracto ANB previamente disuelto en MeOH a diferentes
concentraciones (4 a 132 pg/mL) en una celda de cuarzo. La mezcla se dejo reaccionar 60
min a 37 °C y se procedié a medir su absorbancia, la cual corresponde a la lectura de la
muestra. El blanco fue calibrado con 3 mL de MeOH y el control fueron 100 L de MeOH y

2.9 mL de la solucion con DPPH y se registrd su absorbancia 30 min después de mezclarlos
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reportando la absorbancia del control. El experimento se realiz6 por duplicado. El porcentaje

de inhibicidn se calculd de acuerdo a Pérez-Gonzalez et al., 2017.

3.2. Actividad antibacteriana
Los microorganismos utilizados para el estudio fueron: Staphylococcus aureus ATCC

23.,235; Bacillus subtilis ATCC 6633; Bacillus cereus ATCC 10,876; Listeria
monocytogenes ATCC 19,112; Staphylococcus coagulasa ATCC 93,410; Candida albicans
ATCC 10,231; Pseudomonas aeruginosa ATCC 39,324; Escherichia coli ATCC 4157 m y
Salmonella typhimurium ATCC 14,028. La determinacion de la actividad antibacteriana se
realizé con el método de difusion en disco (Bauer et al., 1966). Los microorganismos fueron
incubados a 37° C en 10 ml de caldo Mueller-Hinton Broth por 24 horas. Una vez transcurrido
el tiempo las cepas se ajustaron por turbidimetria comparando con el nefelometro de
McFarland no. 0.5. El extracto ANB disuelto en MeOH fue preparado a tres concentraciones
(1000, 500 y 250 pg/mL), posteriormente 10 pL del extracto fue colocado en cada disco de
papel filtro (didmetro de 6 mm, Whatman no. 4) estériles, se dejo transcurrir dos horas para
asegurar la completa evaporacion del MeOH. Una vez secos fueron colocados en cajas con
agar Muller Hinton y después las cajas Petri fueron inoculados previamente con 10 pL de
cada microorganismo. Los controles positivos utilizados para esta determinacion fueron
Gentamicina (GE, 10 pg), Oxitetraciclina (TE, 10 pg) y Trimetoprima- Sulfametoxazol
(SXT, 25 ng). Las cajas se incubaron a 37 © C por 24 horas. Posterior al periodo de
incubacion, se midi6 la zona de inhibicion (halo) y estos fueron representados como (+)
activo con halo de 10 mm, (+/-) moderada actividad con halo de 5 mm y (-) no activo. Las
determinaciones se realizaron por duplicado, siguiendo la metodologia descrita previamente

(Pérez-Gonzalez et al., 2019).

3.3. Actividad antiinflamatoria
Esta actividad, se evalué en ratones machos Balb/C de 20 +3 g provenientes de Bioterio del

Centro Médico Nacional Siglo XXI, los cuales se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de
12 h, a una temperatura controlada de 25 + 2 °C, con un porcentaje de humedad de 55-80%,
con agua y alimento ad libitum. El manejo de los animales de experimentacion se realizd
tomando en cuenta las guias de bioética para la investigacion con animales de laboratorio

(NOM-062-Z0O0-1999, revisada en agosto del 2015).
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3.3.1. Induccion del proceso inflamatorio aguda con 12-O-tetradecanoilforbol
13-acetato (TPA)
En este experimento se indujo el edema auricular con la aplicacion de 2.5 ng de TPA (Sigma-

Aldrich, Lote P8139), siguiendo la metodologia descrita por Garcia-Rodriguez et al., 2014;
como control positivo se empled indometacina (Sigma-Aldrich 1-7378) aplicada por via
topica disuelta en acetona. Para este ensayo se formaron cinco grupos de 6 ratones c/u, todos
los grupos fueron administrados en la oreja derecha con 50 pL. de acetona (vehiculo) y en la
oreja izquierda se administro 50 pL de el TPA y después de 30 minutos fue administrado el
tratamiento dependiendo del grupo como se describe a continuacion. Grupo I (control
negativo) se le aplic6 en una oreja 2.5 ng de TPA disueltos en 25 pL de acetona (vehiculo) y
en la otra oreja se aplico unicamente el vehiculo (acetona), al grupo II (control positivo) se
le aplicé indometacina a dosis de 2 mg/oreja disuelta en 50 puL de acetona, a los grupos 111,
IV y V (tratados) se les aplicé 50 pL del extracto ANB a dosis de 0.5, 1 y 2 mg/oreja disuelto
en acetona. Seis horas después de la aplicacion del TPA, los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y posteriormente se obtuvo el tejido auricular de ambas orejas realizando
cortes de 6 mm de didmetro. El porcentaje de inhibicion se calculd mediante la diferencia del
peso entre ambas orejas con respecto al grupo control. La inflamacion fue comprobada como
el incremento en el peso de la oreja en donde se aplicd el TPA y el porcentaje se calculd

respecto a lo reportado por Garcia- Rodriguez et al., 2014.

3.3.2. Induccion del proceso inflamatorio aguda con carragenina
Para este estudio se siguid la metodologia descrita por Garcia-Rodriguez et al., 2014 y

Olajide et al., 1999; para ello se formaron grupos de 7 ratones seleccionados al azar que
fueron administrados de la siguiente forma: Grupo I: control positivo, tratado con
indometacina (10 mg/kg) via oral (v.0): grupos II, III y IV: tratados con el extracto ANB a
dosis de 150, 300 y 600 mg/kg por v.o. Estos tratamientos se administraron una hora antes
de la carragenina (agente flogistico). Grupo V: control negativo carragenina que recibi6
vehiculo (Tween 80:agua, 1:9) en un volumen de 10 mL/kg v.o una hora antes. A cada grupo
se le administr6 20 pL de carragenina al 1% disuelto en SSI via subcutanea (s.c.) en el

cojinete plantar.
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El edema se registré al medir la inflamacion del cojinete plantar con un micrémetro digital
(marca Mitutoyo) cada hora. El tiempo cero se considera como la medicion del cojinete antes
de la aplicacion de la carragenina y los tiempos posteriores corresponderan a las 1, 2,3, 5y
7 h después de la administracion de la carragenina. El porcentaje de inhibicion del edema se
calcul6 para cada grupo comparandolo contra el control de vehiculo, para esto se siguid la

metodologia descrita por Garcia-Rodriguez ef al., 2014.

3.3.3. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria cronica: Ensayo de
Mieloperoxidasa (MPO)
Se evalu¢ la actividad de MPO, para este ensayo se recolectaron muestras de un disco de

oido de 6 mm de ratones de la cepa Balb/C que recibieron distintos tratamientos: Grupo I,
TPA sin tratamiento; Grupo II, TPA mas el firmaco de referencia indometacina (8 mg/kg);
Grupo III, TPA mas el extracto ANB con la DEso obtenida del estudio previo de carragenina
(225 mg/mg) por v.o. El TPA fue administrado los dias 0, 3, 6, 9 y el dia 10 se realiz6 la
obtencion de los discos. Cada disco se colocod en un tubo con 1 ml de tampon de fosfato de
sodio 80 mM, pH 5,4, con bromuro de hexadeciltrimetilamonio al 0,5% (SigmaAldrich). Las
muestras se homogeneizaron durante 30 s a 0 °C en un homogeneizador
(micohomogenizador PRO Scientific, modelo PRO-PK-01200S). Los homogeneizados se
congelaron y descongelaron tres veces, luego se mantuvo en sonicacion durante 20 s. Las
muestras se centrifugaron a 12000 rpm a 4 °C durante 10 min. El ensayo MPO se realiz6 con
muestras cuadruplicadas (10 pl cada una), dispensadas en microplacas de 96 pozos con
tampon de fosfato de sodio (180 pl, 80 M), pH 5.4 ya 37 °C. Se anadi6 peroxido de hidrégeno
(20 pl, 0,017%). La reaccion se inicid con la adicion de tetrametilbencidina (SigmaAldrich)
(20 pl, 18.4 uM) en una dimetilformamida (Sigma-Aldrich). Por otro lado, se registro la

ganancia de peso corporal durante todo el estudio cada tercer dia (Del-Angel et al., 2005).

4. Resultados y discusion

4.1. Potencial antioxidante
Los resultados observados para el potencial antioxidante del extracto ANB por el método

colorimétrico DPPH se observo que a la concentracion méaxima (5 mg/mL) evaluada mostro

un 13.33 + 0.12% de actividad, mientras que en la concentracion minima (I mg/mL) el
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porcentaje fue de 1.47 + 0.78% (Tabla 3). Al comparar los porcentajes respecto al control
positivo (quercetina, 0.15-0.02 mg/mL), se observo que la actividad antioxidante fue escasa
en todas las concentraciones probadas para el extracto ANB. Estos datos nos permitieron
determinar que la Clso fue de 16.60 mg/mL mediante una regresion lineal graficando el
porcentaje de inhibicion vs concentracion (ANEXO 1).

Tabla 3 Porcentaje de inhibicion del radical DPPH con respecto a la concentracion de
extracto ANB.

Compuestos Concentracion Inhibicion Clso
(mg/mL) (%0) (mg/mL)
0.15 90.89+0.04
0.12 80.78+0.03
Quercetina 0.10 65.81+0.07 0.08+0.12
0.07 47.62+0.06
0.05 28.48+0.13
0.02 11.34+0.07
5.00 13.33+0.12
4.00 12.32+0.22
Extracto ANB 3.00 8.35+£0.91 16.60+0.60
2.00 4.30+0.71
1.00 1.47+0.78

Datos presentados como la media (%) de tres determinaciones (n=3) con su desviacion estandar (d.e.); solucion
stock de DPPH/Metanol a 9 x 10-5 M (35.48 pg/mL); el porcentaje de inhibicion (%) se calculd la prueba
Kruskal-Wallis (ANOVA en Rangos, prueba pos hoc Student Newman Keuls (SNK) (p>0.05)

En estudios previos respecto a la actividad antioxidante de C. chayamansa determinado por
3 distintos métodos se ha reportado que DPPH mostré una Clso= 25.5 + 2.8 pg/mL, ABTS
Cls0 =38.5£3.2 ug/mL and NO Clso = 44.3 £ 2.5 pg/mL comparada con el estandar que fue
catequina (1.5 = 0.0, 1.8 + 0.0 y 4.2 £ 0.1, respectivamente) (Ramos-Gomez et al., 2017),
otros autores reportan que por el método de DPPH el extracto MeOH de las hojas de C.
chayamansa a la concentracion de 1000 pg/mL presentd un 13.75% de inhibicién, empleando
como control positivo acido galico y trolox (Loarca-Pifia et al., 2010). Asi mismo, Garcia-
Rodriguez et al., 2014 reportd un 10.58% de inhibicion para el extracto Hex, 11.68% para el
extracto de AcOEt y 10.66% para el EtOH a una concentracion de 33 pg/mL, empleando
acido galico como control positivo, donde se reportd también el contenido de fenoles totales

fue de 22.35, 13.23 y 35.70 mEQAG/g de extracto para cada extracto. Al comparar los

76



Doctorado en Biotecnologia Pérez Gonzalez Mariana Zuleima

resultados previamente reportados con los descritos en el presente trabajo, encontramos que

el extracto ANB tiene escasa potencial antioxidante.

4.2. Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana del extracto fue determinada por el método de Kirby-Bauer

(1966) y se encontrd que a la concentracion de 1 mg/disco fue activa contra S. aureus (ATCC
23,235) S. coagulasa (ATCC 93, 410) y C. albicans (ATCC 10,231) con un halo de
inhibicion de 10 mm, por otro lado, para K rizhophila, B. subtilis, B cereus, P aeruginosa, E.
coli 'y S tiphymurium no fue activo a la maxima concentracion probada (1 mg/disco) (Tabla

4).

Tabla 4 Valores de la actividad antimicrobiana (método de Kirby-Bauer) del extracto ANB

Tratamientos S. aureus K. rizhophila B. subtilis B. cereus S. coagulasa C. albicans P. aeruginosa E. coli S. tiphymurium

Control - - - - - - - - -

1 mg/ml + - - - + + - - -

0.5mg/ml - - - - - - - - -

0.25 mg/ml - - - - - - - - -

SXT 12 mm 10 mm 15 mm - 11 mm 5 mm 12 mm 11 mm -
GE 6 mm 10 mm 11 mm 7 mm 6 mm 8 mm 7 mm 6 mm 7 mm

TE 10 mm 11 mm 9 mm 2 mm 11 mm 9 mm - - -

Los datos se representan como: (+) activo con halo de 10 mm, (+/-) moderada actividad con halo de 5 mm y
(—) no activo, sin halo ANB extracto, GE = Gentamicina (10 pg), TE = Oxitetraciclina (30 nug) y SXT =
Trimetroprim-Sulfametoxazol (15 pg).

Reportes recientes muestran que el extracto CHCL;:MeOH de las partes aéreas de C.
chayamansa presento escasa actividad antibacteriana contra dos cepas, E. coli (ATCC 4157)
y P. aeruginosa (ATCC 39324) a la concentracion de 1 mg/disco dando una inhibicion de 2
mm (Pérez-Gonzélez et al., 2017). A la fecha no existen reportes adicionales sobre la
actividad antibacteriana de C. chayamansa sin embargo si se reporta esta actividad en otra
especie; por ejemplo, el extracto EtOH de las hojas de C. aconitifolius resulto inactivo contra
las cepas E. coli, S. aureus, P. aeruginosas, B. sereus, Klebsiella spp y C. albicans la maxima
concentracion evaluada 500 mg/mL (Senjobi ef al.,2011). Por otro lado, al evaluar el extracto
EtOH de raiz, hojas y tallos de C. aconitifolius a una concentracion de 20 mg/mL, se obtuvo
que el extracto EtOH de la raiz fue activo contra Proteus spp (15 mm), B. subtilis (32 mm) y

E. coli (24 mm), mientras que el extracto EtOH de las hojas fue activo contra K. oxytoca (12
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mm), B. subtilis (14.5 mm) y E. coli (12 mm); finalmente el extracto EtOH de los tallos fue
activo contra K. oxytoca (12 mm), B. subtilis (21 mm), E. coli (23 mm) y P. aeruginosa (14.5
mm) (Aldeniran et al., 2013). En conclusidén y tomando en cuenta lo previamente reportado,
se puede mencionar que el extracto ANB mostréd una moderada actividad antimicrobiana a
concentraciones de 1 mg/mL, comparado por lo reportado para la planta silvestre. Sin
embargo, no es de amplio espectro debido a que de las nueve cepas probadas solo inhibi6 a
tres, lo que nos permite suponer que esta especie vegetal no es candidato para la obtencion
de compuestos antibacterianos. Cabe mencionar que, en la medicina tradicional, la especie
es usada para lavados vaginales, y en el presente trabajo se encontré que esta especie fue
activa contra C. albicans, por lo que se corroboré uno de los usos medicinales (empleado
para lavados vaginales). Por otro lado, se sabe que C. albicans es un patdgeno oportunista
muy fuerte en pacientes inmunodeprimidos y les provoca candidiasis Entre los pacientes
imunodeprimidos se encuentran pacientes con quimioterapia, terapia con antibidticos,
pacientes con corticosteroides inhalados topicos o sistémicos cronicos, diabetes mellitus,

insuficiencia suprarrenal y edad avanzada (Robertson y Mehta, 2019).

4.3. Actividad antiinflamatoria
4.3.1. Actividad antiinflamatoria aguda sistémica inducida con carragenina

En este modelo se generd el cuadro edematoso agudo sistémico al administrar 25 pL de
carragenina al 2% en la region sub-plantar, el grupo control mostré un méaximo de la
formacion del edema en la quinta hora posterior a la inoculacion (1.007+0.045 mm), el grupo
tratado con el farmaco de referencia (indometacina, 10 mg/kg) presentd un efecto
antiinflamatorio maximo (52.05%) a la quinta hora con respecto al control.

Los animales tratados con el extracto ANB a dosis de 75 mg/kg, administrados por via i.g.
presentaron un maximo de inhibicién (28.21%) a la 5h, este porcentaje de inhibicion fue
menor a la indometacina y a las otras dos dosis probadas (150 y 300 mg/kg) en la misma
hora. Al administrar el extracto de ANB a la dosis de 150 y 300 mg/kg se observd mayor
porcentaje de inhibicion fue similar a la 3h, siendo de 42.96 y 42.12 % respectivamente. Por
otro lado, el porcentaje maximo presentado fue a la Sh a la dosis de 300 mg/kg se observé un
55.09% de inhibicion, siendo este valor mayor que el presentado por el farmaco de referencia

(indometacina) a la misma hora (52.05%) (Tabla 5).
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Tabla 5 Actividad antiinflamatoria del extracto ANB sobre el edema subplantar agudo
inducido con carragenina en ratones Balb/C machos.

Formacion de edema subplantar (mm) y porcentaje de inhibicion (%)

Tiempo de
t;(i)en:gg:g;l Control Indometacina ANB ANB ANB
(h) carragenina (10 mg/kg) (75 mg/kg) (150 mg/kg) (300 mg/kg)
| 0.2508+0.010° 0.240+0.01 0.2224+0.021 0.195+0.019 0.202+0.011
(4.20%) (11.40%) (22.08%) (19.29%)
3 0.56820.014° A< 0.437+0.025%*¢  0.424+0.023 %2 0.324+0.014°*°  0.0328+0.018°%
' ' (23.02%) (25.40%) (42.96%) (42.18%)
s | 0070.045° Abed 0.483+0.006°4%  (.723+0.028°42d  (0,607+£0.022 *A®d  (.452+0.006° 4
.007=0. eAabe

(52.05%) (28.21%) (39.68%) (55.09%)

Cada grupo esta representado como la media (+) y su error estandar (e.e.). La administracion de los tratamientos fue por via
intragastrica (i.g). Los valores en paréntesis indican el porcentaje de inhibicion del edema con respecto del grupo control.
Analisis estadistico ANOV A Bifactorial, prueba post hoc SNK (p<0.05); a vs Control carragenina; b vs Indometacina; c vs
ANB 150 mg/kg; d vs ANB 300 mg/kg; @ vs 1h; A vs 3h; ¢ vs Sh; ANB, extracto de células en suspension Cnidoscolus
chayamansa; n=6.

Garcia-Rodriguez et al., 2014 reportaron la actividad antiinflamatoria para los extractos
AcOEt y EtOH obtenidos de la planta silvestre y administrados por via intraperitoneal en el
modelo de carragenina a la dosis de 500 mg/kg. Encontraron que el extracto de AcOEt fue el
mas activo, el cual presentd un porcentaje de inhibicion de 28.78 y de 30.29 a la 3 y 5Sh,
respectivamente. En otro trabajo se describe la actividad antiinflamatoria del extracto
CHC13:MeOH de C. chayamansa alas dosis de 150, 300 y 600 mg/kg, en este caso mostraron
5.57 32.43 y 12.11% de inhibicion a la 5h, también reportaron la actividad antiinflamatoria
de los compuesto puros aislados del extracto, siendo el 5-hidroxi-7,30,40-trimetoxiflavanona
el més activo con 89.33% de inhibicioén a la Sh y a la dosis de 25 mg/kg, seguido por el
caempferol-3,7-dimetil éter con un 78.30% de inhibicion de la inflamacion a la misma dosis

(25 mg/kg) (Pérez-Gonzélez et al., 2017).
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Comparando los resultados por los obtenidos en el extracto ANB el efecto antiinflamatorio
es mayor a la dosis de 300 mg/kg (55.09%) que los ya reportados (Figura 19). Cabe
mencionar que deducimos que los compuestos presentes en el extracto ANB pueden contener
compuestos que estén en concomitancia o adicion por lo que el efecto de extracto ANB se
potencialice mostrando importante actividad antiinflamatoria, sin embargo, es importante
realizar un fraccionamiento y aislamiento de los compuestos mayoritarios para poder conocer

la actividad antinflamatoria de los metabolitos secundarios puros.

Se sabe que el fAirmaco de referencia (indometacina) es el farmaco mayormente empleado
para tratar proceso inflamatorios agudos y/o cronicos; sin embargo, provoca diversos efectos
adversos como ulceras e intolerancia gastrointestinales debido a que no es especifico de
inhibir la COX-2, bloquea la agregacion plaquetaria (inhibicion de la sintesis de
tromboxano), inhibicion de la mortalidad gestacional (propagacion de la gestacion),
inhibicion de la funcion renal mediada por prostaglandinas, dafio hepatico y reacciones de
hipersensibilidad a otros farmacos, por lo que actualmente se busca la disminucion de estos
efectos adversos dando pie a buscar alternativas, una de ellas es el uso de las plantas
medicinales como terapia alterna o busqueda de nuevos compuestos activos presentes en

ellas.
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Figura 19 Actividad antiinflamatoria aguda inducida con carragenina. Cada grupo esta representado como la
media (+) y su error estandar (e.e.). La administracion de los tratamientos fue por via intragéstrica (i.g). Analisis
estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post hoc SNK (p<0.05); a vs Control carragenina; b vs Indometacina;
¢ vs CNI 150 mg/kg; d vs CNI 300 mg/kg; @ vs lh: A vs 3h; ¢ vs Sh; ANB, extracto de células de suspension
Cnidoscolus chayamansa; n=6.

4.3.2. Actividad antiinflamatoria aguda topica inducida con TPA

Este ensayo se realiz6 en ratones machos Balb/C y el extracto se evalud a dosis de 0.5, 1 y 2
mg/oreja, administrado por via tdpica y los resultados que se describen corresponden a los
obtenidos a la 6h después de la inoculacion del TPA. El grupo control presenté un edema
auricular de 14.61+0.40 mg, que corresponde al 100% de inflamacioén y el grupo con
indometacina (fairmaco de referencia) presentd una inhibicion del 69.74% a la dosis de 2
mg/oreja, respectivamente respecto al control de TPA (Tabla 6). Los grupos tratados con el
extracto ANB a dosis 0.5, 1 y 2 mg/oreja mostraron una inhibicioén de 53.96, 71.56 y 73.30%,
respectivamente, estos porcentajes de inhibicion fueron mayores a los mostrados por el

farmaco de referencia (indometacina) en las dosis de 1 y 2 mg/oreja.
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Tabla 6 Actividad antiinflamatoria del extracto ANB sobre el edema auricular topico
inducido con TPA

) Dosis Formacion de edema
Tratamiento . )
(mg/oreja) auricular (mg)
Control - 14.61+0.40
4.42+1.60°
Indometacina 2
(69.74%)
6.72+0.87°®
0.5
(53.96%)
4.1540.56"
ANB 1
(71.59%)
5 3.940.81°b
(73.30%)

Datos presentados como la media (£) con error estandar (e.e.). Los valores en paréntesis indican el porcentaje
de inhibicion del edema (%) con respecto al testigo positivo. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba pos
hoc SNK (p<0.05); « vs 0.5 mg; * vs 1 mg; a vs Control; b vs Indometacina; ANB, Extracto de células en
suspension de Cridoscolus chayamansa; n= 6.

A la fecha ya existen trabajo donde reportan la actividad antiinflamatoria de distintos
extractos de hojas de C. chayamansa, como el Hex, AcOEt y EtOH (obtenido de manera
sucesiva) y fueron probados a la dosis de 2 mg/oreja, administrados por via topica,
encontraron que el porcentaje promedio de inhibicion fue de 31 % a la 6h para los tres
extractos empleando el mismo modelo de inflamacion en ratones machos CD1 (Garcia-
Rodriguez et al., 2014). Otro estudio del efecto antiinflamatorio del extracto CHCl;:MeOH
de las hojas de C. chayamansa en ratos de la cepa Balb/C a las dosis de 0.5, 1 y 2 mg/oreja
el porcentaje de inhibicion fue de 27.62, 37.19 y 55.46% respectivamente pero por otro lado,
evaluaron la fraccion enriquecida con triterpenos a la dosis de 2 mg/oreja obteniendo un
38.07% de inhibicioén de la inflamacidén, y varios compuestos aliados como el moretenol
(30.34%), acetato de moretenol (16.65%), eter caempferol-3,7-dimetil (31.84%) y 5-
hydroxy-7,3",4’-trimethoxiflavanona (13.47%) (Pérez-Gonzélez et al., 2017). De acuerdo
con los resultados obtenidos podemos mencionar que el porcentaje de inhibicion del proceso
inflamatorio fue mayor para el extracto ANB obtenido de cultivos de células en suspension
que el mostrado por la planta silvestre previamente descrito (73.30% vs 55.46%) a la dosis

de 2 mg/oreja. El porcentaje de inhibicion del extracto ANB a la dosis de 1 mg/oreja alcanz6
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el 71.59% siendo mayor que el reportado por Garcia-Rodriguez et al., 2014 (31%) y Pérez-
Gonzalez et al., 2017 (37.1%) a la misma dosis. La formacion del edema auricular fue similar
en las dosis de 1 y 2 mg/ oreja sin embargo estadisticamente no fueron iguales (Figura 20),
por lo que podemos concluir que el extracto ANB muestra un efecto dependiente de la dosis
y que el cultivo de células en suspension favorece la produccion con metabolitos secundarios
con importante actividad antiinflamatorios ya que el porcentaje de inhibicion es mayor que

el de la planta silvestre.
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Figura 20 Actividad antiinflamatoria aguda tdpica inducida con TPA. Datos presentados como la media (&) con
error estandar (e.e). Analisis estadistico ANOVA una via, prueba pos hoc SNK (p<0.05). * vs 0.5 mg; * vs 1
mg; a vs TPA; b vs Indometacina; c vs ANB (0.5 mg/oreja); c b vs ANB (1 mg/oreja). ANB, Extracto de células
en suspension de Cnidoscolus chayamansa; n= 6

Es importante mencionar que en este trabajo se calculé la DEso para el extracto ANB en
ambos modelos de inflamacion siendo de 0.48 mg/oreja para el modelo topico de TPA y de

223.87 mg/kg para el modelo sistémico de carragenina.
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4.3.3. Actividad antiinflamatoria cronica
En este ensayo se report6 la ganancia de peso corporal en el cual se observé que los ratones

del grupo control (TPA), el firmaco de referencia (indometacina 8mg/kg v.o.) y los tratados
con el extracto ANB mostraron una pérdida considerable de peso (Figura 21), sin embargo,
el tratamiento con TPA y el grupo tratado con el extracto ANB la pedida de peso es similar;
se sabe que la pérdida de peso en modelos de inflamacién se debe a que los animales
presentan dolor por la movilidad espontanea de la oreja por lo que evitan esfuerzos, uno de
ellos es alimentarse y comienzan con la pérdida de peso (Krug et al., 2019). También se
observa que la pérdida de peso con el farmaco de referencia (indometacina) es mayor. La
indometacina es un AINE no especifico de la inhibicion de la COX-2 si no también de la
COX-1 y se sabe que la inhibicion de la COX I provoca ulceras gastricas (Peseban ef al.,
2020), esto puede desencadenar dolor, causando letargia y falta de apetito en los animales
tratados con el farmaco de referencia (indometacina), por consecuencia reducen su peso

(Figura 21).
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Figura 21 Ganancia de pesos corporal de ratones expuestos al modelo de inflamacion cronica por TPA.
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Datos presentados como la media (+) con su error estandar (e.e.). Prueba estadistica Analisis de Varianza
ANOVA Bifactorial con medidas repetidas (RM), prueba pos hoc Student Newman-Keuls (SNK), (p<0.05); ¢
vs TPA; V¥ vs extracto; b vs 6 dias; ¢ vs 9 dias. n=10.

También se realizo el célculo de porcentaje de inhibicion de la inflamacion, lo siguientes
resultados corresponde al dia 10 del experimento, mostrando que la indometacina presento
un 60.63 + 2.89 % de inhibiciéon de la inflamacién mientras que el extracto ANB de C.
chayamansa mostré un 37.53 £ 3.43% (Figura 22), es considerablemente mdas bajo

comparado con el fArmaco de referencia.

E TPA
1 Indometacina (8 mg/kg)
I ANB (225 mg/kg)

ab

[

Formacién de edema auricular (mg)
w
1

O T 1

Tratamientos
Figura 22 Actividad antiinflamatoria del extracto ANB en el modelo de inflamacion cronico TPA.

Datos presentados como la media (£) con error estandar (e.e). Andlisis estadistico ANOVA una via, prueba pos hoc SNK (p<0.05).
avs TPA. v vs Indometacina; ANB, Extracto de células en suspension de Cnidoscolus chayamansa; n= 6

Actualmente no existen reportes sobre la actividad antiinflamatoria cronica para la especie
C. chayamansa; empleando el modelo de inflamacion cronica inducida por TPA en machos
CDl1, previamente se han evaluado distintos compuestos semisintéticos aislados de
Ligusticum porteri, los compuestos fueron dicetodiacido de diligustilida, ciclotokinolida B,

demetilwallichilida, cetodcido de tokinolida B y cetoéster de tokinolida B, mostrando un
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66.00, 59.00, 48.55, 38.59 y 31.52% de inhibicion respectivamente, al dia 10 de sacrificio.
Comparando el efecto antiinflamatorio que mostr6 el extracto ANB, el cual fue similar al del

cetoéster de tokinolida B (Del Angel et al., 2015).

En cuanto a la observacion macroscopica de las orejas al dia diez de nuestro experimento, el
grupo control de TPA se observo una elevada infiltracion leucocitaria, con pequenas
cicatrices, en relacion a la lesion fisica (acicalamiento frecuente) y se nota una disminucion
en el tamafio de la oreja. En cuanto al grupo tratado con la indometacina se observo
vasodilatacion y menor infiltracion leucocitaria comprado con el firmaco de referencia. Las
orejas de los animales tratados con el extracto ANB mostraron mayor vasodilatacion que el
grupo tratado con el firmaco de referencia, pero menor que grupo de TPA, por otro lado, la
infiltracion leucocitaria se observo similar a la mostrada por el grupo con indometacina

(Figura 23).

a) TPA b) Indometacina c) ANB
(2.5ug/oreja) (8 mg/kg) (225 mg/kg)

Figura 23 Efecto macroscopico de los tratamientos a los 10 dias en las orejas de ratos hembras Balb/C.

La actividad de la MPO es el componente mds importante en el proceso inflamatorio. MPO
es una enzima almacenada en granulos azuréfilos de neutrdfilos polimorfonucleares y
macrofagos, se libera en el liquido extracelular de un proceso inflamatorio (Raj et al., 2020).

Los resultados obtenidos muestran una inhibicion de la de la MPO en los grupos tratados con
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el farmaco de referencia (Indometacina), esta fue de 42.02 + 0.42%, mientras que en el grupo
que recibio el extracto ANB de C. chayamansa mostréd una inhibicion de la MPO de 34.55 +
0.64% (Figura 24). Cabe sefalar que a pesar de que el porcentaje de inhibicién de la
inflamacion fue del 37.53%, no esta relacionado con la cantidad de inhibicion de enzima
MPO, esto probablemente se debe que el mecanismo de accidn no es solamente por
inhibicién de MPO sino también por la inhibicidon de COX. Se sabe que la actividad de la
MPO estd directamente relacionada con la concentracion de neutrédfilos en el tejido
inflamado, por lo que la cuantificacion de la MPO es un buen marcador de la quimiotaxis y
de la infiltracién de neutrofilos en el proceso inflamatorio (Raj et al., 2020). Es importante

resaltar que la inhibicion de MPO fue similar entre el extracto y farmaco de referencia.

0.12
abc Hl TPA
0.10 - [ Sanos
I Indometacina (8 mg/kg)
1 ANB (225 mg/kg)
= 0.08 1
é’. ab
5 T
E ac
o 0.06
)
©)
o be
= 0.04- T
0.02 -
0.00 T 1

Tratamientos

Figura 24 Inhibicion de la actividad de la mieloperoxidasa con el extracto ANB obtenido de células en
suspension de C. chayamansa. Datos presentados como la media (£) con error estandar (e.e). Analisis
estadistico ANOVA una via, prueba pos hoc SNK (p<0.05). a vs Sanos; b vs Indometacina; ¢ vs ANB, n= 6.

Esto sugiere que la presencia de cumarinas, terpenos y compuestos fendlicos en el extracto

ANB son los encargados de la actividad antiinflamatoria, sin embargo, el efecto
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antiinflamatorio es moderado, por lo que se propone realizar el modelo de TPA crénico con

administracion tdpica para conocer su efecto. Una vez completo el estudio se proponer el

posible uso farmacologico del extracto ANB obtenido por biotecnologia vegetal para tratar

enfermedades inflamatorias.

5. Conclusiones

El extracto ANB mostré actividad antioxidante con una Clso= 16.60 mg/mL comparada
con el de la planta silvestre es menor.

La actividad antibacterial fue escasa sin embargo fue activo contra tres cepas S. aureus
(ATCC 23,235) S. coagulasa (ATCC 93, 410) y C. albicans (ATCC 10,231).

El extracto del cultivo de células en suspension mostrdo una DEso= 223.87 mg/kg en el
modelo de inflacion sistémico, siendo mejor que el ya reportado para la planta silvestre
(467.73 mg/kg).

En el modelo de TPA el efecto antiinflamatorio a la dosis de 2 mg/oreja fue dé 73.90%
mejor que el de la planta silvestre (21.24 %).

Las DEs para el extracto ANB en ambos modelos fueron menores a las reportadas para
la planta silvestre.

En el modelo crénico se observéd una disminucion de peso corporal en todos los grupos.
Se observa una disminucion de los dafios macroscépicos en las ojeras del raton, como en
la coloracion rojiza, el tamaio y el grosor del edema.

La actividad de la mieloperoxidasa fue inhibida en el grupo tratado con el extracto ANB

en un 34.55%, este porcentaje es muy cercano al mostrado por el firmaco de referencia.
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Conclusiones generales

Se encontraron las condiciones para obtener explantes asépticos agregando antifungico y
antibibticos, se establecieron las condiciones para la generacion de callo con dos reguladores
de crecimiento vegetal ANA y BAP, el callo obtenido se utilizé para la realizacion de cultivo
de células en suspension utilizando como fuente de carbono D- glucosa, al dia 40 se identifico
(HPLC) acetato de lupeol como el metabolito secundario mayoritario (38.1 mg/g de extracto
seco). Por otro lado, al dia 40 se obtuvo biomasa para la realizacion del extracto
(CHCI3:MeOH) con un rendimiento del 19% (22.8 g), también se identificaron otros
metabolitos secundarios como: acido cafeico, acido fertilico, acido cindmico, quercetina,
escopoletina y a y B amirina. El extracto mostro escasa actividad antimicrobiana (vs S.
aureus, S. coagulasa 'y C. albicans) y bajo potencial antioxidante (Clso= 16.6 mg/mL), en
cuanto a la actividad antiinflamatoria para los modelos agudos, en el de carragenina se obtuvo
una DEso de 223.87 mg/kg, mientras que para el topico la DEso fue 0.48 mg/oreja ambas
menores a la del fArmaco de referencia indometacina (467.73 mg/kg y 1.66 mg/oreja). En el
modelo crénico observamos que extracto ANB mostré un porcentaje de inhibicion de
inflamacion al dia 10 administrado por via intragéstrica de 37.53% a la DEso (225 mg/kg)
obtenida en el modelo agudo. En cuanto a la inhibicion de a enzima mieloperoxidasa el
extracto ANB mostré una inhibicion del 34.45% similar al del farmaco de referencia
indometacina (42.02%), también se observo una ligera perdida de peso, sin embargo, el grupo

de indometacina mostr6 una pérdida de peso considerable.
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ANexos

Anexo 1: Curva de calibracion de glucosa para el método Fenol-Sulfirico

Curva patron de glucosa
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Anexo 2: Curva de calibracion para la cuantificacion de o y p amirina.
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Anexo 3: Curva de calibracion para la cuantificacion de SCO.

Curva de calibracion Escopoletina
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Anexo 4: Curva de calibracion para la cuantificacion de AL.

Area bajo la curva
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