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RESUMEN

En la presente tesis, se comunica el establecimiento de un proceso biotecnolégico que permitio,
la obtencion de lineas celulares de la planta mexicana en peligro de extincién, Magnolia
dealbata Zucc productoras de los importantes compuestos farmacologicos, honokiol y magnolol,
Esta planta fue seleccionada para desarrollar cultivos biotecnol6gicos debido a varios aspectos.
Entre los mas importantes se encuentra su actividad ansiolitica y anticancerigena, actividades
atribuidas a los compuestos bifendlicos honokiol y magnolol. Las diversas e importantes
actividades de estos compuestos estan ampliamente reportados en la literatura. En estudios
cientificos, al ser comparados con el Diazepam®, exhiben su actividad ansiolitica sin efectos
toxicos ni colaterales como la adiccion al farmaco. Al mismo tiempo, la actividad anti
cancerigena de honokiol y magnolol esta ampliamente documentada para distintos tipos de
cancer como el de colén, pulmén y mama, ejerciendo un efecto farmacoldgico doble,
impidiendo que el cancer crezca y evitando que este pase a otros Organos del cuerpo,
sobretodo, por las vias de las caspasas e inhibiendo la formacion de la matriz VG1, necesaria
para la transferencia de células cancerosas al torrente sanguineo, Es asi, como estos
compuestos, exhiben un doble efecto farmacolégico, como anticancerigeno y como
antineoplasico. Por otro lado, si tomamos en cuenta que este tipo de enfermedades afecta a un
gran porcentaje de la poblacion mundial y que se buscan moléculas novedosas que sean mas
efectivas y menos téxicas para el tratamiento de ellas, honokiol y magnolol se perfilan como dos

de los compuestos con alto valor agregado para su utilizacion en la clinica.

En México contamos con la planta Magnolia dealbata Zucc de la cual existen muy pocos
ejemplares y que anteriormente, se creia extinta. Actualmente, se encuentra incluida en la lista
de especies en peligro de extincion de la Unién internacional para la conservacién de la
naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés). Honokiol y magnolol se han empezado a
comercializar en extractos estandarizados de corteza de la planta asiatica Magnolia obovata.
Uno de los mayores problemas, que se presenta con la obtenciéon de los compuestos, es que,
se necesitan aproximadamente 15 afios de edad vegetal para que los arboles inicien su
produccion. Dada la importancia farmacoldgica, es importante resolver los problemas de
abastecimiento de estos compuestos de forma controlada, empleando tecnologias modernas

gue permitan el abastecimiento del material vegetal y sus metabolitos de una forma



permanente y controlada para su futura industrializacion. Es asi como en el presente proyecto
de investigacion se reporta el establecimiento de un bioproceso mediante el cultivo de células
en suspension de Magnolia dealbata Zucc, el cual nos permitié la regulacién y control de la
produccion de los compuestos en forma precisa y con mayores ventajas que las observadas en
los cultivos agroindustriales. Se definieron todas las condiciones experimentales controlables en
un sistema de cultivo tipo batch. Asi mismo, se establecié un proceso de propagacion masiva
de la misma especie, via organogénesis indirecta, monitoreando la produccion de honokiol y
magnolol en las plantas micropropagadas. .

Para la obtencion de callos a partir de los diferentes tipos de explantes, se ensayaron diferentes
combinaciones de reguladores del crecimiento vegetal, que fueron adicionados a los medios
nutritivos sélidos. Para la deteccién y cuantificacion de honokiol y magnolol, se establecié un
sistema de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), el cual fue ampliamente probado

con los estandares (98% de pureza) de los compuestos.

Se logro establecer el cultivo de callos de Magnolia dealbata Zucc a partir de hojas jovenes, las
cuales fueron la mejor fuente de explantes. Se lograron callos productores de honokiol y
magnolol (linea FA1) en un medio Murashige Skoog (MS) suplementado con 1 mg/L de &cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 1 mg/L de cinetina (CN) el cual rindi6é 2.3 mg /g de honokiol y
5.9 mg/g de magnolol. La contaminacion bacteriana y fungica fue controlada con un proceso de
esterilizacion en varias etapas y con el uso de plant preservative mixture (PPM). La oxidacion
producida por la alta generacién de fenoles fue controlada con 1 g/L de carbén activado. En una
segunda fase, se logr6é establecer un cultivo en suspension tipo batch a partir de los callos
(FAL). Se logro establecer una suspension homogénea, friable y viable en un sistema de cultivo
de 30 dias en matraces agitados en medio MS. A través de todo el ciclo celular de 30 dias, se
monitorearon los niveles de produccion de honokiol y magnolol, el crecimiento celular via peso
fresco y seco y la captacion y consumo de sacarosa. Se estudiaron los efectos de la fuente de
carbono sobre la concentracion en la acumulacién de biomasa respecto a la sintesis de los
compuestos bioactivos honokiol y magnolol. La linea celular FA2, fue la que produjo las
mayores concentraciones de los metabolitos. En ella, se utilizaron 3 ml de inoculo el cual se
suplemento con 3% de sacarosa arrojando rendimientos maximos de honokiol de 8.1 mg/g y
13.4 mg/g de magnolol. Estos rendimientos fueron 300% y 382% respectivamente, mas altos

gue los obtenidos en las plantas de Magnolia dealbata colectadas en campo. Los resultados de



estos estudios son promisorios, ya que presentan por primera vez el establecimiento in vitro de

produccion de honokiol y magnolol, ademas del uso de una especie endémica.

Ademas, se establecid un eficiente protocolo de propagacion in vitro de Magnolia dealbata via
organogénesis indirecta, con el propdsito de establecer un procedimiento para acelerar la
propagacion de esta especie que se encuentra en peligro de extincion. Dos factores fueron
fundamentales en la regeneracién in vitro de la especie y en la produccion de honokiol y
magnolol, el tipo de explante y la combinacidén y concentracién reguladores de crecimiento. Se
estableci6 el sistema de multibrotacidén a partir de los callos verdes friables FAL obtenidos en la
primera etapa de esta investigacion. Se indujo la multibrotacion en medio MS suplementado con
5 mg/L de &cido 2,4- D y 1.5 mg/L CIN. La secrecién de fenoles se controlé con la adiciéon de
250 mg/L de carbdn activado. La multiplicacion de los brotes se obtuvo con el medio MS
suplementado con 1.5 mg/L de Tidiazuron (TDZ). Para la induccién de rizogénesis, los brotes
fueron transferidos a medio MS suplementado con diversas auxinas pero el tratamiento con el
acido indol butirico (AIB) 0.5 mg/L se logré obtener el mayor enraizamiento. Después, las
plantas fueron cultivadas con vermiculita a cielo abierto y cubiertas con bolsas plasticas para
mantener la mayor cantidad de humedad posible. A estas plantas con una edad de 6 meses se
les determiné la cantidad de honokiol y magnolol mediante las técnicas de HPLC establecidas
previamente. Los andlisis revelaron que los contenidos de los metabolitos en las partes aéreas
y raices de las plantas micropropagadas fueron mayores que las observadas en plantas de
campo. Nuestros resultados sugieren que es posible la conservacion de Magnolia dealbata
mediante la via de multiplicacion in vitro a partir de fragmentos de hoja. El alto rendimiento en la
regeneracion vegetal y en la produccién de honokiol y magnolol en las plantulas regeneradas
pueden ser atribuidas a la apropiada seleccién del explante y el establecimiento del correcto
medio de cultivo. Estas plantas pueden ser la fuente de material vegetal para los estudios de

farmacologia y fitoquimica de Magnolia dealbata Zucc



INTRODUCCION

De acuerdo con la Secretaria de Salud, la prevalencia de trastornos del sistema nervioso como
la ansiedad afecta al 8.3% de la poblacion y ocupa el doceavo lugar de morbilidad en México y
aproximadamente un 15% de la poblacion mundial se encuentran afectados por este
padecimiento[1]. En la actualidad, para su manejo se administran benzodiacepinas como
Librium® (clordiazepoxido), Valium® (diazepam) y Agadon® (nitrazepam) los cuales producen
efectos secundarios y colaterales, tales como depresién central, ataxia, sobre-sedacion,
amnesia y potenciacién barbitlrica y alcohélica [2]. El inconveniente mas importante en el uso
de estos productos es la tolerancia y la rdpida dependencia que se presenta con la
administraciéon de este tipo de compuestos. Por otra parte, el cancer es una de las
enfermedades de mayor prevalencia a nivel mundial y en México segun datos del Instituto
Nacional de Cancerologia, originan la muerte de seis personas cada hora y dada su creciente
tendencia se prevé que en el futuro, uno de cada tres mexicanos tendra alguno de los més de
100 tipos de tumores malignos existentes [3]. Si bien, se ha avanzado en el manejo del cancer,
las terapias son extremadamente costosas y causan un sinfin de efectos colaterales. Tales
efectos secundarios reducen la calidad de vida y desalientan a terminacién de los protocolos
médicos. Otra de las limitantes, es la existencia de canceres refractarios a las terapias
existentes [4]. De ahi, que la busqueda de otros compuestos con utilidad en el manejo de estas
enfermedades mas eficientes y sin tantos efectos secundarios se ha convertido en un tema de

la mayor relevancia en la investigacion farmacéutica actual.

Dentro de los productos que estan siendo investigados, se encuentran dos compuestos de
origen vegetal llamados honokiol y magnolol, bifenoles que han sido identificados en la corteza
del arbol Magnolia obovata, una planta de origen asiatico. Recientemente, se identificaron a
estos dos compuestos como los responsables del efecto ansiolitico proporcionado por la planta,
demostrandose que a una concentracion de 0.2 a 2 mg/kg es 500 veces mas potente que el
extracto original completo de la planta [5]. Se ha demostrado también que el honokiol al ser
comparado con diazepam produce el mismo efecto ansiolitico pero a una menor dosis y, sin
afectar la funcién motora, sin producir sedacién y, lo mas importante, sin provocar dependencia

fisica [6]. Estos compuestos reducen la ansiedad y la muerte neuronal debido a su actividad



antioxidante y protectora de neuronas corticales, su capacidad para inhibir la peroxidacion
lipidica en las mitocondrias protegiendo a las células de la lisis oxidativa evitando de esta
manera la muerte celular [7]. También ejercen un efecto neuroproteccion contra la isquemia en

la lesion cerebral focal, resguardando a las neuronas corticales contra la hipoxia [8].

En forma paralela, desde el afio 2002, mas del00 articulos han referido el efecto benéfico de
honokiol y magnolol en diferentes tipos de canceres. Ambos compuestos inhiben la invasividad
de las células tumorales. Honokiol presenta actividad antiproliferativa potente contra el SVR
(sustained virologic response) de las células e inhibe el crecimiento de las células endoteliales
transformadas, lo cual demuestra su actividad anti-angiogénica y antitumoral lo que los coloca
como compuestos altamente eficaces con grandes posibilidades para su uso clinico [9]. En
este contexto, en algunos estudios clinicos, la combinacion de honokiol con dosis bajas de
docetaxel ha sido utilizada para mejorar los resultados que con el docetaxel por separado en
cancer de prostata dependiente de andrégenos que llega a producir metastasis en hueso [10].
Magnolol posee una fuerte actividad anti-metastésica, al inhibir la metastasis de pulmén
causado por células de linfoma, al inducir apoptosis a concentraciones de 80-100 uM, via
caspasas 3y 9 posee una fuerte capacidad anti-metastasica al inhibir la metastasis de pulmoén
causada por células del linfoma [11]. En este 2010, estudios recientes indican que magnolol
suprime la metéstasis mediante la via de la inhibicion de la invasion, migracion y formacion de

la matriz de metaloproeinasa en células de cancer de préstata [12].

Por todo lo antes mencionado, honokiol y magnolol se ubican como dos de los compuestos mas
prometedores para la aplicaciéon clinica y para la industria farmacéutica. Actualmente, para su
comercio en el mercado mundial, los compuestos se ofrecen en extracto seco de corteza de la
especie asiatica, Magnolia officinalis. Uno de los mayores problemas, que se presenta con la
obtencion de los compuestos, es que, se necesitan aproximadamente 15 afios de edad vegetal
para que los arboles inicien su produccién [13]. Dada la importancia farmacolégica, es
importante resolver los problemas de abastecimiento de estos compuestos de forma controlada,
empleando tecnologias modernas que permitan el abastecimiento del material vegetal y sus

metabolitos de una forma permanente y controlada para su futura industrializacion.



El cultivo de células vegetales para la produccién de compuestos activos, representa una
alternativa ventajosa con relacion a los métodos convencionales de extraccion que utilizan

material vegetal silvestre o cultivado [14].

Entre los principales beneficios que ofrecen estas tecnologias se encuentran la sintesis de
metabolitos en condiciones ambientales controladas y el suministro contintio de estos farmacos;
que de otra manera pueden perderse por plagas, inundaciones y sequias, ademas de evitar

perdidas en la biodiversidad del ecosistema [15].

En México y dentro de la familia Magnoliaceae, existen diferentes especies del género
Magnolia y Talauma, algunas de las cuales han sido estudiadas por el uso medicinal que se
hace de sus flores [16]. Dentro de un barrido de deteccién de honokiol y magnolol en diferentes
especies de la familia Magnoliaceas realizado por la presente autora durante el afio 2005, se
identificd y se cuantifico la presencia de ambos metabolitos en una planta mexicana de la cual
existen muy pocos ejemplares y que anteriormente, se creia extinta, la Magnolia dealbata Zucc.
Al mismo tiempo, al no existir literatura alguna acerca de alguna actividad farmacolégica de la

especie, se investigd su posible actividad sobre el sistema nervioso central [17].

Actualmente, Magnolia dealbata Zucc, se encuentra incluida en la lista de especies en peligro
de extincion de la Unidn internacional para la conservacion de la naturaleza (IUCN por sus
siglas en inglés), debido a que su medioambiente natural ha sido destruido, esto aunado a los

problemas de propagacion natural que presenta [18].

Una de las alternativas en la produccién de farmacos de origen vegetal es el empleo de
sistemas de cultivo de células y tejidos. Estas técnicas biotecnoldgicas han ganado prestigio
mundial en los ultimos afios debido a que pueden ser aplicadas a la mayoria de las especies de
plantas superiores. Utilizando fragmentos vivos del vegetal en cuestion, se puede lograr la
produccion clonal masiva y la preservacion de la especie medicinal deseada. Asi mismo, los
cultivos celulares en suspension, producen los compuestos medicinales en sistemas nutritivos
artificiales que permiten la regulacién y control de su produccién en forma precisa y con
mayores ventajas que las observadas en los cultivos agroindustriales.

Estas técnicas de cultivo de plantas podrian facilitar no solo la produccién de la especie in vitro,

sino también la produccion in vitro de sus metabolitos honokiol y magnolol [19].



En vista del potencial farmacoldgico de Magnolia dealbata y a que es una especie en peligro de
extincion el objetivo del presente trabajo de investigacion es definir las condiciones
experimentales para obtener un cultivo en suspension de células de Magnolia dealbata Zucc
gue produzcan los metabolitos honokiol y magnolol. Al mismo tiempo, se plantea definir las
condiciones experimentales para su eficiente propagacion in vitro, monitoreando la produccion

de los compuestos activos en los individuos obtenidos.



2. ANTECEDENTES

2.1. LAS PLANTAS MEDICINALES

2.1.1. Laimportancia de las plantas medicinales

No sabemos cémo se comenzaron a utilizar las plantas medicinales, pero el primer escrito de
naturaleza cientifica a este respecto, data de la época clasica y se titula De Materia médica,
escrita por Dioscoérides. Este médico griego, trabajaba con los romanos como botanico, lo que le
permitié viajar mucho. Durante sus viajes estudié las propiedades de mas de 600 plantas y de
muchos principios quimicos y su obra sirvié de referencia hasta el siglo XV [20].

En forma paralela, las civilizaciones prehispanicas del Nuevo Mundo también hacian uso de las
plantas con propésitos curativos aunque, en el Viejo Mundo no se enteraron hasta que Colén
desembarcé en América. El primer libro de la herbolaria medicinal azteca y una de las mas
importantes fuentes bibliograficas histéricas de la materia médica en América lleva por titulo
Libellus de medicinalibus indorum herbis (librito de las yerbas medicinales de los indios) que se
conoceria cuatro afios después como Cédice Badiano. Martin de la Cruz, un médico azteca que
asistia al colegio de la Santa Cruz en Tlatelolco, escribié esta obra con una descripcién del uso
medicinal de mas de 150 plantas originarias de México [21]. Durante la época de la conquista,
el uso de las plantas medicinales se extenderia a lo largo de todo el continente, desde el Artico
hasta la Tierra del Fuego. Los chamanes o curanderos eran los que tenian el poder de utilizar la

magia y las plantas medicinales para curar las enfermedades.

Maravillados sobre la variedad de hierbas y raices que se vendian en las calles de la ciudad de
Tenochtitlan y en el mercado de Tlatelolco para su uso médico, los conquistadores llevaron
esas noticias a Europa. En Sevilla, el médico Nicolas Monardes, fue comisionado para clasificar

las plantas medicinales que llegaban de México. A su vez, Felipe Il, envia a su médico



Francisco Hernandez para estudiar la flora y la fauna de México, quien realiza una obra en 16
volimenes que se destruye en el incendio del Escorial. Afortunadamente, Francisco Hernandez

habia resumido aquella obra y esta sintesis pudo ser editada [22].

2.1.2. Produccion y cultivo de plantas medicinales

En México, practicamente, no existe el cultivo de plantas medicinales, la mayoria de la venta se
basa en la colecta de campo. Con respecto a este rubro, en los paises miembros de la Unién
Europea, el sector de los fitofarmacos reagrupa a mas de 21 mil productores/recolectores que
en su conjunto explotan una superficie de 100 mil hectareas de produccién, en las cuales se
cultivan una variedad de aproximadamente de 150 plantas para uso farmacéutico.
Considerando la informaciéon de los 25 paises que conformaron la Unién Europea hasta

Diciembre de 2006, existen 21, 454 productos fitofarmacéuticos registrados [23].

Los principales proveedores intraeuropeos de materia prima para la fabricacion de fitofarmacos
son: Irlanda, Rumania y Hungria aunque de manera particular, sobresalen Francia y Alemania,
que son grandes productores y a su vez grandes consumidores de materia prima para la

fabricacion de este tipo de medicamentos [24].

Se observa que los paises con mayor superficie dedicada a los cultivos de este tipo de plantas
para la fabricacion de fitofarmacos, suelen ser aquellos que tienen un mayor numero de

industrias productoras de medicamentos (Tabla 1)

Tabla 1. Principales paises con mayor superficie de cultivo de plantas medicinales y empresas
fitofarmacéuticas

PAIS HECTAREAS DE CULTIVO EMPRESAS FARMACEUTICAS
Reino Unido 91, 679 412
Francia 351, 559 172
Alemania 101, 351 176
Italia 11,713 136
Rumania 91, 968 76
TOTAL UE 907, 765 1,444

Fuente: Kompass 2006 y The Market for Natural Ingredients for Pharmaceuticals in EU, p23



2.1.4. Actividad comercial mexicana con plantas medicinales

En el periodo comprendido entre el afio 2003 y el 2005, 90% de las exportaciones de México, la
fraccion 1211 (fraccion arancelaria para plantas medicinales) fueron dirigidas en primer lugar, a
los Estados Unidos y en segundo lugar a la Union Europea, China y Canada (Tabla 2)

Tabla 2. Exportaciones mundiales de plantas medicinales (millones de délares)

2003 % 2004 % 2005 %

El Mundo 28, 331 100 31, 098 100 32, 559 100
Estados Unidos 25, 697 90.7 27, 756 89.2 29, 536 90.7
Unién Europea 1, 299 4.6 1. 476 4.7 1,153 35
Alemania 0.700 2.5 0.714 2.3 0, 640 1.9
China 0 0 0. 458 15 0. 463 14
Canada 0.346 1.22 0. 357 1.15 0, 454 1.4
Chile 0.033 0.12 0. 104 0.33 0, 167 0.51
Italia 0.078 0.28 0. 137 0.44 0, 165 0.51
Guatemala 0.265 0.93 0. 042 0.14 0, 143 0.44
Paises Bajos 0.099 0.35 0. 079 0.26 0, 133 0.41

Fuente : World Trade Atlas

Mientras que los principales paises de los cuales, México importd, productos comprendidos en
la fraccién 1211 en el mismo periodo, fueron Sudan; Estados Unidos y China. De la Unién
Europea import6 un promedio de 3 % del total. En ambas fracciones, la balanza comercial es

superavitaria (produce mas de lo que se demanda) con Estados Unidos (Tabla 3).

Tabla 3. Importaciones mundiales de plantas medicinales

(millones de délares)

2003 % 2004 % 2005 %
El Mundo 29, 151 100 24, 702 100 19, 508 100
Sudan 17,611 60.4 12, 880 52.1 10, 711 54.9
Estados Unidos 3,533 12.1 2,307 9.3 2,625 13.5
China 1, 443 4.9 1,738 7.0 1, 896 9.7
India 2,531 8.7 3, 380 13.7 1, 623 8.3
Senegal 1, 889 6.5 1, 683 6.8 0, 796 4.0
Unioén Europea 0, 855 2.93 0, 715 2.9 0, 663 3.41.7
Madagascar 0, 593 2.0 0, 541 2.19 0, 376 1.9
Alemania 0, 651 2.2 0, 504 2.0 0, 369 1.9
Italia 0, 205 0.7 0, 473 1.9 0, 328 1.7

Fuente : World Trade Atlas



Las fuentes especializadas estiman que los proximos afios serdn muy importantes para el
consumo Yy utilizacion de productos naturales y que habrd interés especial de las empresas del
sector por desarrollar nuevos medicamentos a base de plantas, sobretodo aquellas que sirven
para prevencion de padecimientos generalizados entre la poblacion [25].

Después de Brasil y Colombia, nuestro pais ocupa en Iberoamérica el tercer lugar en
importancia en cuanto a biodiversidad vegetal. Dicha condicion genera grandes oportunidades
de desarrollo de alianzas estratégicas con la industria procesadora europea. Mas util adn, si
consideramos que México cuenta tradicionalmente con una amplia cultura y experiencia en el

uso de plantas medicinales [26].

Las empresas mexicanas transformadoras de materias primas y productoras de plantas
medicinales para facilitar su incursion en los mercados internacionales, requieren de
informacién cientifica que valide los efectos terapéuticos de cada una, y del reporte
correspondiente reportarlas en fuentes especializadas a nivel internacional. Actualmente, los
fitofarmacos especializados, que se apoyan en la mercadotecnia enfocada a resaltar sus
propiedades, son un ejemplo del dinamismo en los mercados en este campo. Uno de los
aspectos mas importantes en la elaboraciéon de un fitofarmaco es la blusqueda de materias
primas que puedan ser rentables una vez presentados como productos para el consumidor

final.

Una de las preguntas que se plantean los investigadores que trabajan en el aislamiento de
compuestos bioactivos naturales es la de que criterio seleccionar las plantas que seran
evaluadas, al azar o teniendo en cuenta si poseen antecedentes en la medicina tradicional.
Seleccionar Unicamente, este Ultimo mecanismo, en cierta forma limitaria la investigacion,
debido a que menos del 10% del total de las plantas que se estima hay en el planeta (en
promedio de 250, 000) han sido evaluadas cientificamente con fines terapéuticos [27] y que
cerca de 15, 000 plantas medicinales ya estarian amenazadas de extincién segun la Lista Roja
de la International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources (UICN) del 2000
[18].

Estos datos, nos demuestran que a este ritmo, tal vez se agoten los recursos naturales antes de
que podamos confirmar sus potenciales propiedades benéficas para la salud por lo que es

necesario aprovechar que actualmente, se disponen de técnicas avanzadas para la purificacion



e identificacion de compuestos quimicos y de ensayos biolégicos répidos desarrollados in-vitro y
en forma automatizada para la deteccién de diversas actividades farmacoldgicas que aceleran
y facilitan la busqueda de nuevos farmacos [28, 29].

Debido a que a lo largo de la historia del uso de las hierbas medicinales, se ha acumulado la
valiosa informacion sobre las propiedades terapéuticas de muchas especies de plantas, resulta
l6gico pensar que la mejor combinacién para arribar con éxito al descubrimiento de un
compuesto vegetal con uso clinico potencial es seleccionar la planta por sus datos ethomédicos

y realizar el ensayo biol6gico que se correlacione con la actividad terapéutica descrita [30].

Una vez que se selecciona el compuesto “candidato”, el camino que se debe transitar para
llegar a ser aprobado para su uso en humanos es largo, ya que durard entre 10 o 20 afios y con
un costo estimado de alrededor de 231 millones de délares [31]. Ademas, en el caso de
candidatos derivados de una fuente natural, se presentan otros problemas que se deben tener
en cuenta, la factibilidad para obtener la biomasa y los problemas relacionados con a
posibilidad de proteger el medioambiente [32].

2.2. LOS FITOFARMACOS

2.2.1. El concepto de fitofarmaco.

La idea de utilizar como medicamento un compuesto “puro” obtenido a partir de una planta con
accion terapéutica, surge en 1803 con el aislamiento de los primeros alcaloides. El farmacéutico
aleman Friedrich W.A. Sertumer los descubre intentando obtener el principio activo del opio. En
1819, Pelletier y Caventou, dos quimicos franceses aislaron dos alcaloides diferentes a partir de
muestras de corteza de cinchona, la quinina y la cinchonina. En 1826, E. Merck obtiene la
morfina a partir del opio (Papaver somniferum L) y en 1831 se aisla la atropina de la planta
Atropa belladonna L [33]. El primer farmaco semi-sintético, la aspirina, creado por Bayer,
aparece en 1899, pero fue en la segunda mitad del siglo XX, después de la Segunda Guerra
Mundial, cuando la industria de medicamentos adquiri6 su verdadero auge comercial. Es asi

que, la aparicion de la aspirina hasta la era de los antibiéticos, crecié un mercado que hizo



prevalecer la sintesis quimica por sobre el producto natural en la elaboracién de medicamentos
[34]. En la dinamica de éste fendmeno influyé la imposibilidad que existe de patentar yerbas
medicinales en un mercado que ve garantizadas sus ganancias s6lo mediante la proteccion
legal de sus productos. Se pensé que, con el tiempo, esta estrategia (la creciente produccién de
capsulas, tabletas e inyectables elaborados con compuestos puros, sintetizados quimicamente)
daria solucién a todas las enfermedades y que las plantas medicinales, como antiguos recursos

curativos, entrarian en desuso [35].

Asi, durante toda la segunda mitad del siglo XX, el desarrollo de la quimica organica y la
farmacologia dieron paso a la produccion masiva de medicamentos sintéticos y semisintéticos
que el publico consumidor conoceria bajo la denominacién de productos ‘quimico-
farmacéuticos’, cuyas industrias generarian un emporio econémico que ha controlado el

mercado de medicamentos en Occidente [36)].

Sin embargo, si bien este fenbmeno produjo muchos beneficios en el manejo terapéutico
moderno de las enfermedades mas comunes, también a lo largo del tiempo se acumularon sus
desventajas, como la presencia cada vez mas notable de efectos colaterales téxicos producidos
por los medicamentos quimico-farmacéuticos (Tabla 4). Se fue haciendo evidente que las
empresas del ramo en su avidez por sacar al mercado rapidamente sus nuevos productos,
desestimaron los efectos toxicos de muchos de ellos, que han ocasionado cientos de miles de
muertes en todo el mundo durante este medio siglo. De acuerdo con un informe publicado en el
Chemical Marketing Reporter, el 51.5% de los farmacos aprobados por la FDA entre 1976 y
1985, produjeron reacciones indeseables graves que determinaron su recalificacion o retiro del

mercado [37].

Tabla 4. Intoxicaciones registradas por el American Association of Poison Control Centre en EUA.

Productos Casos de intoxicacion (1989) Decesos
Antidepresivo 1375 140 (10.18%)
Analgésicos 705 126 (17.8%)
Sedantes 1020 78 (7.6%)
Cardioténicos 286 70 (24.4%)
Psicotrépicos 276 64 (23.1%)
89.2% del total
Humos, gases, vapores 129 46 (35.6%)
Productos de limpieza 173 24 (13.8%)
Pesticidas 111 12 (10.8%)
10% del total
Plantas y sus derivados 32 1(3.1%)
0.8% del total

(Modificada de Alonso J. Tratado de Fitomedicina, Ed. ISIS, Buenos Aires, Argentina,1998, pag.33)




La toxicidad, los efectos colaterales y los efectos secundarios de los medicamentos de sintesis,
influyeron fuertemente en el renovado interés que al final del siglo XX se produjo ha producido
por el estudio de las plantas medicinales. Pero también fue determinante el hecho de que, la
cuarta parte de los farmacos empleados hoy en los paises industrializados adn proceden o se
han modelado a partir de productos vegetales. Paraddjicamente, se ha demostrado que la
mayor parte de los productos ‘quimico-farmacéuticos’ que utiliza la medicina moderna se siguen
elaborando con plantas y sus derivados, y refiere que en los Estados Unidos de 1959 a 1980,
cerca del 25% de las prescripciones extendidas por los médicos, contenian extractos de
vegetales o principios activos obtenidos de plantas superiores Estos datos no variaron mas de
+ 1% en cualquiera de los ultimos 22 afios [38]. Todas estas circunstancias, han determinado la
aparicion de un fendmeno que ha sido interpretado como el “regreso” de la investigacion
cientifica al campo de las plantas medicinales y con ello el surgimiento de nuevos conceptos
tedricos en la farmacologia y la fitoquimica que, finalmente, han dado origen a los “fitofarmacos”

actuales.

El término ‘fito-farmaco’ se emplea para referirse a los productos medicinales obtenidos de
plantas superiores, usualmente provenientes de la tradicion herbolaria popular en forma de
extractos, fracciones y conjuntos de compuestos, pero que han sido investigados
cientificamente para garantizar su eficacia terapéutica y baja toxicidad [39]. Para su elaboracion
se ha recurrido a tecnologias sofisticadas de estandarizacién y control de calidad en la
produccién industrial. Los fitofarmacos representan una combinacion de formas quimico-
farmacéuticas tradicionales (tabletas, capsulas, inyectables) pero estan elaborados con
productos naturales originales (raices molidas, hojas pulverizadas, etc.) o poco procesados
gquimicamente (extractos crudos, fracciones enriquecidas, mezclas de grupos de compuestos) vy,
en los que, la cuantificacion y dosificacion de sus principios biolégicamente activos ha sido
posible gracias al desarrollo tecnoldgico de la fitoquimica y la farmacologia de finales de siglo
[40].

Es asi que actualmente, los fitofarmacos se elaboran, en muchos casos, con las mismas
plantas medicinales ya conocidas de antafio, pero cuyas aplicaciones médicas y presentaciones
farmacéuticas estan basadas en conocimientos cientificos mas profundos o novedosos acerca
de su modo de accion, y con un sistema de cultivo e industrializacion muy diferente al utilizado

en el pasado.



2.2.2 El mercado moderno de fitofarmacos

Las plantas medicinales han sido la fuente mas importante para la obtencién de medicamentos
a través de nuestra evolucion histérica, ya que segun la Organizacion Mundial de la Salud, para
aproximadamente el 80% de la poblacién mundial, la medicina tradicional a base de plantas,
aun sigue siendo su principal fuente de medicacién para el cuidado general de la salud [41]. En
la medicina moderna se usan, actualmente, 121 entidades quimicas de origen natural, que se
derivan de solo 95 especies vegetales, lo interesante es que el 60% de éstas son de origen

latinoamericano [42].

En el afio 2006, el mercado farmacéutico mundial generd 643 mil millones de délares [43] y el
mercado de las plantas medicinales alcanzo6, los 50 mil millones de doélares, con una tasa anual

de crecimiento estimada segun un informe del Banco Mundial de entre el 5y el 15% [44].

Estos datos incluyen tanto a los paises en vias de desarrollo como a las naciones
industrializadas, las cuales, paradgjicamente estan haciendo amplio uso de estos productos a
diferentes niveles. Por ejemplo, desde los afios 90's, el Ministerio de Salud y Bienestar de
China habia aprobado para su uso 210 prescripciones herbolarias de su medicina tradicional, la
cual es una parte integral del sistema de salud formal y su farmacopea oficial incluia 164
farmacos crudos de origen vegetal con una produccion anual de fitofarmacos calculada en $1,
400 millones de délares [45].

Otros paises asiaticos como la India, Tailandia e Indonesia, también son grandes consumidores

y exportadores de productos medicinales elaborados con la flora de sus propios paises [46].

De acuerdo con las estadisticas del Banco de Comercio Exterior, en este 2010, el comercio de
productos naturales alcanzara los 80 mil millones de euros, de los cuales el 80% correspondera
a los fitofarmacos. Tan solo en Francia, las empresas dedicadas a la produccion de fitofarmacos

genera mas de 40 000 millones de euros anualmente.

Entre los principales mercados consumidores de materias primas para fitomedicamentos
destacan, Alemania, China, Japén, Estados Unidos, Francia, Italia, Reino Unido y Espafia. Un
claro ejemplo de que las perspectivas de crecimiento del mercado son positivas es, sin duda, el

creciente numero de monografias de productos herbolarios que son inscritas cada afio en la



Farmacopea Europea. Asi tenemos, que analizando el periodo de 1997 a 2005 el numero de

registros pas6 de 67 a mas de 123 [48].

Tal ha sido el éxito de las plantas medicinales como fuente para aislar compuestos bioactivos
para su uso directo o como precursores de moléculas modificadas por sintesis quimica para
producir nuevas entidades patentables con mayor actividad y/o menor toxicidad que, en la
actualidad (segun datos del National Prescription Audit de los Estados Unidos) casi el 25% de
los farmacos que se prescriben contienen uno 0 mas principios activos derivados de alguna
planta [49]. En Alemania, existen algunos medicamentos herbolarios con tasas sobresalientes
de volumenes de venta, como es el caso, por ejemplo, del Tebonin de la compafiia Dr. Willmar

Schawbe, cuyo volumen de venta anual es de 195 millones de délares (Tabla 5) [50].

Tabla 5. Volumenes de venta de los fitofarmacos en la Unidn Europea

Fitofarmaco Fabricante Volumen de venta Planta medicinal
(Millones de dls)
Tebonin Schwabe 195 Ginko biloba
Ginsana Pharmaton/Boehringer 50 Panax ginseng
Ingelheim
Kwai Lichtwer 40 Allium sativa
Efamol Scotia-Pharm 30 Oenothera biennis
Echinacin Madaus 30 Echinacea purpurea

Tomado de: Grunwald J. The European phytomedicines: market, figures, trens analyses. Helbagram 34:60-65, 1995.

Dentro del conjunto de plantas medicinales que actualmente estan siendo comercializadas en
forma de fitofarmacos, sobresalen aquéllas cuyas propiedades curativas se aplican a
enfermedades neurol6gicas y aquellas con posibles aplicaciones contra el cancer, condicién
que es un reflejo del estado que guarda la salud de los habitantes de paises industrializados, el
predominio de enfermedades de tipo neurolégico y oncologico. Las plantas mas

comercializadas, son aquellas utilizadas para el tratamiento de ambas afecciones (Tabla 6)



Tabla 6. Plantas utilizadas como fitofarmacos para el tratamiento de ciertos tipos de cancer y de
algunas afecciones del sistema nervioso central

Planta medicinal Uso médico del fitofarmaco

Panax ginseng Ténico nervioso en la recuperacion postoperatoria y en estados de fatiga
severa.

Ginkgo biloba Aumento del flujo sanguineo cerebral en la demencia senil y enfermedad de
Alzheimer

Piper methysticum Enlace con el receptor GABA en la ansiedad y epilepsia.

Hypericum perforatum Inhibidor de la recaptura de la serotonina en la depresién leve y moderada.

Taxus brevifolia Anticancerigeno, con su metabolito taxol

Cataranthus roseus Antileucémicos con sus metabolitos vincristina y vinblastina

2.3. LOS NEUROFITOFARMACOS

2.3.1 Los ansioliticos y los desérdenes de la ansiedad

La ansiedad (del latin anxietas, 'angustia, afliccion) es un estado que se caracteriza por un
incremento de las facultades perceptivas ante la necesidad fisiol6gica del organismo de
incrementar el nivel de algin elemento que en esos momentos se encuentra por debajo del

nivel adecuado, o -por el contrario- ante el temor de perder un bien preciado

En las sociedades avanzadas modernas, esta caracteristica innata del hombre se ha
desarrollado de forma patolégica conformando, en algunos casos, cuadros sintomaticos que
constituyen los trastornos de ansiedad, que tienen consecuencias negativas y muy
desagradables para las personas que los padecen. Entre los trastornos de ansiedad se
encuentran las fobias, el trastorno obsesivo-compulsivo, el trastorno de panico, la agorafobia, el
trastorno por estrés postraumatico y el trastorno de ansiedad generalizada, la cual se vive como
una sensacion difusa de angustia o miedo y deseo de huir, sin que quien lo sufre pueda
identificar claramente el peligro o la causa de este sentimiento. Esta ansiedad patoldgica es
resultado de los problemas de diversos tipos a los que se enfrenta la persona en su vida
cotidiana, y sobre todo de la forma en que interioriza y piensa acerca de sus problemas y
suelen presentar tres o0 mas de los siguientes sintomas: inquietud, cansancio facil, dificultad

para concentrarse, irritabilidad, tension muscular y alteracion del suefio [51].

Aproximadamente del 3 al 5% de los adultos, presenta ansiedad en algin momento durante el

transcurso de un afio, pero las mujeres tienen el doble de probabilidades de presentarla.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Agorafobia
http://es.wikipedia.org/wiki/Trastorno_por_estr%C3%A9s_postraum%C3%A1tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Trastorno_de_ansiedad_generalizada

Frecuentemente, comienza en la nifilez o en la adolescencia, pero se puede presentar a
cualquier edad. Para la mayor parte de la gente, esta condicion es fluctuante, empeorando en
determinados momentos (sobre todo en épocas de estrés) y persiste a lo largo de muchos afios
[52].

Alrededor del 15% de la poblacién mundial se encuentra afectada por este padecimiento y de
acuerdo con la Secretaria de Salud, la ansiedad afecta al 8.3% de la poblacién y ocupa el
doceavo lugar de morbilidad en México [53]. Dentro del campo de la investigacion de nuevos
psicofarmacos, se encuentra la blusqueda de nuevos compuestos ansioliticos debido a que los
tratamientos utilizados en la actualidad, para el manejo de la ansiedad se basa solamente en la
administracibn de benzodiacepinas (BZD) como Librium® (clordiazepoxido), Valium®
(diazepam) y Agadon® (nitrazepam), los cuales presentan efectos secundarios y colaterales
causando depresién central, ataxia, sobre sedacién, amnesia y potenciacién barbitirica y
alcohdlica [54]. Ademas, las BZD a largo plazo pueden crear dependencia. Si se decide su

interrupcion, debe reducirse escalonadamente y no de forma brusca [55].

Desde comienzos de la década de 1980 hasta la época actual, las BZD han sido los mas
utilizados a nivel mundial que aunque son Utiles para disminuir la ansiedad y el insomnio de
forma temporal, desde 1979, se considera que no son terapéuticamente eficaces para periodos
superiores a dos semanas [56]. Mas auln, este tipo de compuestos son seguros cuando se
emplean solos, pero cuando se mezclan con alcohol en dosis suficientes, pueden producir
estado de coma e incluso la muerte. La administracion a largo plazo a dosis mayores de las
habituales pueden producir dependencia fisica, con sintomas de abstinencia caracteristicos que

van desde las pesadillas hasta convulsiones [57]

En las Ultimas décadas las BZD se convirtieron en uno de los farmacos mas prescritos en la
practica médica general y existe evidencia de que mas del 10% de la poblacién de los paises

desarrollados es consumidora de psicofarmacos [58].

Todos estos inconvenientes y la creciente demanda de este tipo de medicamentos, ha urgido a
que la investigacion y busqueda de otros compuestos con utilidad en el manejo de la ansiedad
sea un tema de la mayor relevancia en la investigacion farmacéutica actual. Dentro de los

productos que estan siendo investigados en el mundo para el tratamiento de la ansiedad se



encuentran dos compuestos de origen vegetal llamados honokiol y magnolol derivados de

distintas variedades del género Magnolia.

2.4. LOS ONCOFITOFARMACOS

2.4.1. Los antitumorales y antineopldsicos.

Los tratamientos convencionales contra el cancer como la quimioterapia y la radioterapia, son
extremadamente costosos y causan efectos secundarios como; vomito, alopecia, diarrea,
estrefiimiento, mielosupresion, alteraciones neuroldgicas, cardiacas, pulmonares y renales. Los
efectos secundarios producidos por los farmacos y los tratamientos existentes reducen calidad
de la vida y desalientan la correcta y completa terminacién de los protocolos médicos con la
progresion concomitante del cancer y de sus complicaciones asociadas [59]. Aunado a todo
esto, el crecimiento mundial en la incidencia de diferentes tipos de céancer, ha dado como
resultado, una necesidad de descubrir nuevos farmacos, mas potentes, mas selectivos y

menos el téxicos que los empleados actualmente

En este contexto, algunos de los fArmacos han surgido a partir de programas de investigacion
creados especialmente para la busqueda de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer. Con
dicha finalidad, en 1960, el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los Estados Unidos inici6
junto con el Departamento de Agricultura (USDA) un programa de recoleccion de plantas,
principalmente de regiones templadas del planeta [60]. Hasta la finalizacién del programa en
1982, se evaluaron 114.000 extractos correspondientes a unas 35, 000 especies diferentes de
plantas. La actividad antitumoral de los extractos, obtenidos a partir de estas plantas se ensay6

principalmente usando dos modelos de leucemia en ratones, el L1210 y el P388 [61].

Actualmente, mas de 3000 plantas en todo el mundo se han reportado como anti cancerigenos
constituyendo una alternativa comun para el tratamiento contra el cAncer en muchos paises [62,
63] debido a que se estima que del 10 al 30% de la poblacién mundial las usa para este fin y en
los paises asiaticos, el porcentaje sube hasta el 50% [64]. Aunque en Europa, el gasto para
productos herbarios durante el 2005 en este rubro se estimé en 5 mil millones de euros la
mayor parte de los médicos aun discrepan respecto al uso de los productos vegetales que

carecen de estudios toxicolédgicos y farmacologicos.



En México, del 30 a los 70% de enfermos oncolégicos utilizan los extractos herbarios como
terapia alternativa para diversos tipos de cancer [65,66]. Las principales estrategias para la
seleccidén de la especie vegetal a probar de como nuevos compuestos oncoldgicos son, la
informacion quimiotaxonémica disponible y el conocimiento etnomédico. La quimiotaxonomia
relaciona el género con las especies de acuerdo a la produccion de los diversos metabolitos
secundarios que produce, de diversas caracteristicas ecolégicas y de diversos caracteres
fisiol6gicos [67].

El conocimiento etnobotanico o etnomédico incluye las plantas usadas por médicos
tradicionales. El procedimiento de la preparacién puede dar una indicacion del mejor método de
la extraccion. La investigacion inicial para las plantas usadas para el tratamiento contra el
cancer corresponde a los analisis celulares usando, principalmente, lineas P388 y variedades
de células KB [68]. Segun el Instituto Nacional del Cancer (NCI), los extractos de plantas y los
compuestos puros con el £ 30 yg/mL de los valores ED50 y el < 4 ug/ml, respectivamente, se

consideran citotoxicamente activos [69].

La mayor parte de los agentes antitumorales usados actualmente en la clinica, poseen actividad
citotoxica significativa en sistemas de cultivo celular. Una vez que se extraen los compuestos
gue dan positivos en las pruebas in vitro, se procede a correr las pruebas in vivo utilizando por
ejemplo los ratones inmunodeficientes NOD-SCID y los ratones de Balb C57BL/6, cuando los
extractos o los compuestos demuestran actividad contra variedades de células cancerigenas,
se habla de citotoxicidad [70]. Si los compuestos son eficaces en pruebas experimentales in
vivo se denominan compuestos antiumorales y antineoplasicos, mientras que, aquellos que son
activos clinicamente contra cancer en humanos se denominan compuesto anticancerigenos.
Aproximadamente, el 60% de los farmacos usados actualmente para el tratamiento contra el
cancer se han aislado de los productos naturales [71], dando como resultado que el reino
vegetal ha sido la fuente mas importante de obtencién de este tipo de compuestos, como los
alcaloides del Vinca rosea (vincristina y vinblastina), los diterpenos del Taxus brevifolia Nutt
(taxol), los alcaloides de Camptotheca acuminata Decae (campotecinas) y los lignanos del

Podophyllum peltatum (podofilotoxina) [72].

Actualmente, hay 16 nuevos compuestos derivados de plantas que han sido probados en
ensayos clinicos. De estos, 13 se prueban en la fase | o Il (estudios in vitro y en animales) y 3

compuestos en la fase Ill (estudios clinicos en humanos) [73]. Entre estos compuestos, el



honokiol y el magnolol, se perfilan como importantes compuestos activos sobre una variedad de

tipos de cancer y con poca toxicidad en comparacion con los farmacos convencionales.
2.5. Magnolia dealbata Zucc

2.5.1. Aspectos botanicos de la especie

Las Magnolias son arboles y arbustos llamados asi en honor a Pierre Magnol, profesor francés
de botanica y medicina quien identifico y clasifico a las primeras especies de Magnolia, pero la
familia Magnolidaceae fue descrita por Jussien en 1789 [74] y se compone de 2 subfamilias y 9
géneros, siendo el género Magnolia el mas numeroso con 80 especies [75]. Son arboles de
hasta 30 a 40 m de altura, de hojas simples con forma obovada u oblonga; papiracea; de color
verde el haz y blanco el envés, de 35 a 50 cm de largo por 24 a 27 cm de ancho con flores
bisexuales y estambres numerosos [76].

Especificamente, Magnolia delabata fue descrita por Francisco Hernandez en el siglo XVI
aunque para la ciencia, esta especie fue colectada y descrita por Zuccarini en 1837 quien la
sefiala en las selvas tropicales mexicanas, después de esta descripcion durante cien afios no
se volvié a saber de ella y no fue sino hasta 1960 cuando fue nuevamente colectada y
determinada por Rzedowski en el estado de Hidalgo “El redescubrimiento de una especie

arboOrea que se creia extinta representa una opcion mas para la humanidad” [77]

Figura.1l. Magnolia dealbata Zucc.



Ubicacion taxondmica

REINO Vegetal

DIVISION Embryophyta
SUBDIVISION Angiospermae

CLASE Magnoliopsida

ORDEN Magnoliales

FAMILIA Magnoliaceae
SUBFAMILIA Magnoliadeae
GENERO Magnolia

ESPECIE dealbata

Nombre Comun: Eloxochitl, Cow-Cumbre

2.5.2. Climay Floracion

Se localiza en climas templados, temperaturas anuales de 16 a 22°C. Es un arbol raro de los
bosques mesdfilos de montafia en la Sierra Madre oriental y en la Sierra de Oaxaca en el
trépico mexicano. El mayor atractivo de Magnolia dealbata Zucc, lo constituye el gran tamafio
de sus hojas de hasta 50 cm de longitud y en algunos casos un poco mayores, las cuales
sobresalen del resto de las otras especies arbéreas (Figura 2 y 3). El periodo de floracién es
durante los meses de marzo a mayo y la dispersién de las semillas se da en los meses de

agosto a octubre. Los frutos inmaduros se encuentran en el arbol desde el mes de Julio. [78]

Figura.2. Hoj4 ar colectado en

Coyopola, Veracruz



2.5.3. Origen y habitat

El area de distribucion natural de Magnolia dealbata Zucc ha sido en su mayoria transformada a
cultivos y pastizales, ocasionando que su distribucidon de por si restringida a ciertas areas,
guede aun mas limitada a manchones semiperturbados en terrenos con pendientes abruptas, al
borde de arroyuelos donde la inaccesibilidad relativa de estos microambientes ha permitido
conservar pocos individuos En la actualidad, Magnolia dealbata Zucc se encuentra restringida a
poblaciones muy reducidas en los estados de Chiapas, Hidalgo, Oaxaca, San Luis Potosi y
Veracruz [79] (Figura 3). Siendo en este Ultimo estado de la republica en donde se encuentran
las poblaciones mejor estudiadas, algunas de estas se componen de 6 al0 individuos y s6lo en
la poblacion de Coyopola, municipio de Ixhuacan de los Reyes Veracruz, se encuentran las
poblaciones con cerca de 80 individuos [80]. Debido a su reducido nimero y limitada
distribucién, esta especie se encuentra en peligro de extincion y protegida por la secretaria de
ecologia [81].Ademas, esta listada en el libro rojo sde la IUCN en la categoria de Endangered
[18].

El conocimiento existente, respecto a Magnolia dealbata Zucc es muy limitado debido a su
relativo poco tiempo de su redescubrimiento. Por lo tanto, existen muy pocos trabajos al
respecto ya que pese a ser una especie nativa y endémica de México, las investigaciones
desarrolladas soOlo se refieren a su redescubrimientos [82-83], asi como los estudios
taxonémicos como los de Hernandez Cerda [86], Johnson [87] y el de Vazquez [88, 89] quién
realiz6 una amplia revision al género Magnolia en México y Centroamérica. Asi como los
publicados por Sanchez y colaboradores, respecto a la ecologia de Magnolia dealbata Zucc [90,
91].

2.6. ASPECTOS FITOQUIMICOS Y FARMACOLOGICOS

Los estudios taxonomicos tempranos de Magnolia dealbata Zucc no estan analizados
ampliamente como en otras especies, incluso del mismo género Magnolia. Sin embargo, la
mayoria de las investigaciones, muestran que las Magnolias conservan estructuras primitivas,
como los estambres laminares grandes y numerosos y el reducido tamafio del embrion, por lo

que representan un punto interesante en el estudio evolutivo, taxondmico y ecolégico, asi como



de importancia ornamental y en la medicina tradicional ya que es una especie de uso medicinal
amplio y antiguo sobretodo en el centro y sureste del pais, en Hidalgo, San Luis Potosi y
Veracruz, se emplea principalmente, para tratar problemas del coraz6n y dolores estomacales.

Como Magnolia .dealbata, Zucc, es una especie no cultivada; Russel colecté semillas en la
localidad de Coyopola Veracruz y en colaboracion con el Dr. Pattison, realizaron ensayos de
germinacion obteniendo sélo 50 plantulas después de 2 0 3 semanas. Posteriormente, Pattison
realizé otra colecta de semillas, con lo que no obtuvo resultados favorables [96]. Por su parte,
Vovides e Iglesias realizaron un estudio sobre la germinacion de esta especie encontrando que
las semillas tienen un porcentaje de germinacion muy bajo y errético, ademas de que pierden

rapidamente su viabilidad.

Una forma de promover la conservacion de Magnolia dealbata Zucc, ha sido su cultivo en
colecciones botanicas y de jardin. Pattision, Vovides e Iglesias, contribuyeron de esta forma a
Su conservacion; aunque si bien de esta manera, se asegura Su permanencia, no permite
realizar investigaciones encaminadas a desarrollar metodologias que favorezcan su

propagacion.

En el afio 2006, Mata y colaboradores [92], realizaron la propagacion in vitro de Magnolia
dealbata Zucc via embriogénesis somatica y organogénesis directa a partir de embriones
cigéticos, con un 90% de sobrevivencia de las plantulas y hasta la fecha, es el Unico estudio

biotecnoldgico que se ha realizado en este sentido con esta especie.

En Puebla, Magnolia dealbata Zucc, se indica en problemas del corazén, incluyendo ataques,
para calmar los nervios y para el susto [93]. En la literatura cientifica solo existe un reporte
farmacoldgico de nuestro grupo de investigacion, en el cual se estudian los efectos de los
extractos alcohdlicos de esta especie sobre el Sistema Nervioso Central demostrando su
actividad como ansiolitico, sin producir sedacién. Ademd&s, se demostré su actividad
antiepiléptica, disminuyendo las convulsiones y evitando la muerte en ratones [17], lo cual viene
a reforzar el uso etnobotanico descrito. En este reporte de investigacion, se detectd y se
cuantificd honokiol y magnolol en Magnolia dealbata Zucc (Fig 4). Estos dos compuestos estan

directamente implicados en una serie de actividades farmacolégicas de diversa indole con mas



de 2 mil articulos cientificos que reportan su efecto antioxidantes, sobre el SNC y al parecer la

mas importante, sobre el cancer.

Honokiol, (3, 5"-di-2-propenil-1,1"bifenil-2-4"-diol) fue el primer compuesto aislado e identificado
de la corteza de Magnolia obovata Thunb (Saiboku-to en Japonés) [94]. Esta planta es usada
en la medicina tradicional china para el tratamiento de la fiebre tifoidea, fiebre y el dolor de
estomago [95]. La corteza de Magnolia obovata, ha sido utilizada en Japon desde hace cientos
de afos en remedios herbales contra la neurosis, ansiedad, histeria, insomnio, identificando al
honokiol y al magnolol (un isémero del honokiol) como los compuestos responsables de la
actividad ansiolitica en los extractos de Saiboku-to [96].
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Figura 3 . Estructura quimica de honokiol (a) y magnolol (b)

Previamente, Kuribara y colboradores habian demostrado que el honokiol posee actividad
ansiolitica a concentraciones de 0.2 a 2 g/kg y que al ser comparado con el diazepam, produce
el efecto ansiolitico a una menor dosis, sin afectar la funciébn motora, sin producir sedacion y lo
mas importante, sin provocar dependencia fisica [97]. La administracién oral de honokiol y
magnolol en modelos animales de depresion, disminuye los niveles de la 5-HT en corteza
frontal y, reduce las concentraciones elevadas de corticosterona en suero normalizando la
hiperactividad cerebral [98]. Estudios experimentales demostraron que los efectos
neuroprotectores de honokiol y magnolol estan relacionados con su accién antioxidante y con
su capacidad para antagonizar aminoacidos que producen toxicidad, sugiriendo que ambos
compuestos podrian ser agentes potenciales para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas [99], en procesos de isquemia cerebral [109, 101] y en otras patologias

[102]. Otros estudios han reportado que magnolol inhibe fuertemente la liperoxidacion lipidica



en las mitocondrias protegiendo a las células de lisis oxidativa y evitando la muerte celular
[103].

En los ultimos siete afios se han generado alrededor de 400 estudios sobre la actividad de
estos dos compuestos sobre cancer, donde sitian al honokiol como un prometedor agente
antitumoral que induce apoptosis e inhibe el crecimiento de endotelio vascular en diversas
lineas celulares de cancer [113]. In vivo, la administracion sistémica de honokiol en liposomas y
Adriamicina®, detienen significativamente el crecimiento tumoral via el incremento de la
apoptosis, esto al compararlo con la administracion de Adriamicina® sola [104]. Asi también,
honokiol en liposomas aumentan la induccién de apoptosis en células 4T1 in vitro e in vivo y los
tratamientos combinados muestran sinergismo en la supresién del progreso tumoral [105]. En
tratamientos combinados, honokiol y dosis bajas de Docetaxel se han empezado a usar para
aumentar la respuesta terapéutica de los pacientes con cancer de préstata con metastasis
[106].

El problema que se presenta con la planta asiatica Magnolia obovata de donde se obtienen los
compuestos para abastecer al mercado mundial, es que para extraer estos compuestos de la
corteza se necesitan aproximadamente 15 afios de edad vegetal para que el arbol los empiece
a producir. Dada la importancia farmacoldgica probada de estos dos compuestos, el cultivo de
tejidos y células representa una alternativa ventajosa con relacion a los métodos
convencionales de extraccion que utilizan material silvestre o cultivado sobretodo tomando en
cuenta que estos compuestos se producen en mayores cantidades en la especie mexicana,

pero la cual se encuentra en peligro de extincién.

2.7. PROCEDIMIENTOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA PRODUCCION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS.

Es evidente que el mercado de fitofarmacos ha iniciado una nueva época en el consumo e
industrializacion de las plantas medicinales en el mundo. La tendencia a incrementar este
mercado ha estimulado el desarrollo cientifico y la investigacién en el campo de los productos

naturales que, seguramente perdurara durante el presente siglo



Una de las alternativas en la produccién de farmacos de origen vegetal es el empleo de
sistemas de cultivo de células y tejidos. Estas biotecnologias han ganado prestigio mundial en

los ultimos afios, fundamentalmente por tres razones:

1. Las técnicas de cultivo de tejidos pueden ser aplicadas a la mayoria de las especies de
plantas superiores. Utilizando fragmentos vivos del vegetal en cuestion se puede lograr
la produccion clonal masiva y la preservacion de la especie medicinal deseada.

2. Los cultivos celulares en suspension, producen los compuestos medicinales en sistemas
nutritivos artificiales que permiten la regulaciéon y control de su producciéon en forma
precisa y con mayores ventajas que las observadas en los cultivos agroindustriales.

Este tipo de tecnologia evita que las industrias del ramo dependan de plantaciones que
habitualmente se hallaban en los paises tropicales y cuya explotaciébn comercial implicaba
grandes costos relacionados con la problematica social y econémica de los paises contratados
[107]. Ahora el proceso de produccion se realiza en los paises de origen, en las instalaciones

de las propias industrias, independientemente de su clima y localizacion geogréfica.

2.7.1 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales, comprende un conjunto de técnicas que han sido desarrolladas
para lograr el crecimiento in vitro de érganos, tejidos y células vegetales. Estos procedimientos
pueden ser de utilidad en la obtencion de productos farmacéuticos y otros productos naturales
con valor comercial. Adicionalmente, a través de estos procedimientos, es posible lograr el
mejoramiento genético de plantas, la recuperacion de clonal libres de enfermedades y la
multiplicacién clonal masiva y rapida de variedades que tiene un interés como fuente de
productos Gtiles o que se encuentran en peligro de extincién. Estas metodologias se utilizan
también como herramienta para resolver problemas relacionados con fisiologia y bioquimica
vegetal [108].

Su historia se remonta al afio 1902 cuando el fisiélogo aleman Haberlandt, realizé los primeros
estudios sobre el cultivo de 6rganos y células vegetales, dejando la inquietud en muchos

investigadores quienes profundizaron en dicho conocimiento, que afios mas tarde dio origen a



esta nueva e importante rama de la Biologia [109]. La asepsia de los cultivos es fundamental
para el desarrollo de estas técnicas, y fue hasta 1934 cuando White logré mantener por tiempo
indefinido un cultivo in vitro de raices aisladas de varias especies vegetales proporcionandoles
extracto de levadura [110]. En 1938 se lograron cultivar callos (tejidos desdiferenciados) de
zanahoria y tabaco. En 1939, Nobecourt, Gautheret y White reportaron el cultivo de callos
vegetales en un medio sintético [111]. A partir de estos logros se ensayaron y desarrollaron
diferentes medios de cultivo, lo cual permitié6 establecer cultivos de una amplia variedad e
organos y callos de diferentes especies. En 1948 Skoog y sus colaboradores, descubrieron el
efecto de las citocininas y el control hormonal en la regeneracion de tallos y raices,
proporcionando asi las bases para la micropropagacion, Murashige y Skoog desarrollaron un
medio nutritivo con el que lograron un crecimiento rapido en tejidos de tabaco [112]. En la
actualidad, las sales inorganicas de ese medio de cultivo se usan con bastante éxito en el

cultivo de casi todas las especies vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales se basa en la teoria de la totipotencialidad celular, la cual
establece que es posible generar un organismo completo a partir de una sola célula. Schwann
propuso que cada célula posee la capacidad y la informacién genética para generar un nuevo
individuo idéntico al que le dio origen, siempre y cuando se provea al progeitor de las

condiciones externas que le permitan expresar su informacion genética [113]

2.7.2.Requladores de crecimiento vegetal

Las hormonas o reguladores de crecimiento vegetal, son moléculas organicas producidas por
las plantas que no estan involucradas directamente en los procesos metabdlicos, pero que

actlan en concentraciones bajas para modificar dichos procesos.

En las células, algunas hormonas se unen a un receptor proteico que envia una sefial que hace
que se enciendan determinados genes, lo cual produce la sintesis de alguna enzima que

modifica el crecimiento vegetal [114].

Las principales caracteristicas de las hormonas vegetales son las siguientes:

1. Tienen efecto a bajas concentraciones



2. El efecto que producen es dependiente de su concentracion y del balance con respecto
a los otros reguladores de crecimiento.

3. El sitio de la planta en el que las hormonas ejercen su accion generalmente es distinto
del sitio donde se producen.

Actualmente, se reconocen cinco clases de reguladores del crecimiento vegetal, divididos

en tres grupos principales:

a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberilinas
b) Inhibidores del crecimiento: acido abcisico

c) Etileno

Auxinas: Dentro de estas se encuentran el &cido indolacético (AlA), que es la Unica auxina de
origen natural y deriva del aminoacido triptéfano. Dentro de las sintéticas se localizan el acido
naftalenacético (ANA), el acido indolbutirico (AIB) y el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
Las funciones de as auxinas son las siguientes: dormancia apical; aumentan el crecimiento de
los tallos; estimular la formacioén de raices adventicias; estimulan el desarrollo de los frutos;
promueven la division celular, la floracion de algunas especies y la sintesis de etileno, ademas

favorecen la maduracion de los frutos e inhibir la abscisién o caida de los frutos [115].

Citocininas: En este grupo se encuentran la zeatina (ZN), la 6- bencil-aminpurina (BAP) y la
cinetina (CN). Las funciones De estas hormonas son las siguientes: estimulan la division celular
y el crecimiento. Inhiben el desarrollo de raices laterales, rompen la latencia de las yemas
axilares, promueven la organogénesis en los callos celulares, retrasan la senencia o
envejecimiento de los 6érganos vegetales, promueven la expansion celular en cotiledones y

hojas; promueven el desarrollo de los cloroplastos [116]. .

Giberilinas: Constituyen el grupo mas numeros, esta constituido mas o menos por unos 70
compuestos, aunque no todos son activo biolégicamente, las mas utilizadas son GA1, GA3,

GA4, GA7 Y GAO9. Las funciones que se llevan a cabo en la planta son las siguientes:



incrementan el crecimiento de tallos, interrumpen el periodo de latencia de semillas haciéndolas
germinar, inducen la brotacion de yemas, promueven el desarrollo de los frutos, estimulan la
sintesis de mMRNA [117].

Acido abscisico: El acido abscisico (ABA) pertenece al grupo de los isoprenoides y tiene
actividad inhibitoria en la division y el crecimiento celular, promueve la latencia en yemas y

semillas.

Etileno: Es la Unica hormona gaseosa en el reino vegetal y tiene las siguientes funciones:
Promueve la maduracién de los frutos, promueve la senescencia (envejecimiento), la caida de

las hojas y el geotropismo en las raices.

Las auxinas y citocininas son las hormonas mas importantes para el cultivo de tejidos de
vegetales ya que de acuerdo al régimen hormonal utilizado son estimuladores de la elongacién

celular, la brotacién y el enraizamiento [118].

2.7.3. Cultivo de callos

Se denomina callo vegetal a un tejido obtenido mediante el aislamiento de 6rganos y tejidos
diferenciados y que es conducido a una desdiferenciacién celular, presentando la apariencia de
una masa aforme que presenta una proliferacién celular continua, acelerada y desorganizada.
La formacion de callos involucra la pérdida de la especializacion de las células y de las
estructuras organizadas [119]. Los callos vegetales difieren en cuanto a su apariencia externa,

textura, composicién celular y contenido de compuestos quimicos.

Estudios microscépicos han demostrados que los tejidos de tipo calloso generalmente son
heterogéneos en su composicién celular es decir, un mismo callo puede presentar varios tipos
celulares. Algunos son compactos y duros con células intimamente unidas, otros son
esponjosos Yy friables, con una gran cantidad de espacios intercelulares, que incluso pueden

presentar diferentes coloraciones que pueden ser desde hialinos, beige. Café, verdes, rojos,



etc., aunque procedan de una misma especie vegetal. Estos cambios de coloracién estan

intimamente relacionados con factores nutricionales, ambientales y de la edad del cultivo [120].

Desde el punto de vista morfogenético, una caracteristica importante de los callos es la
totipotencialidad de sus células, ya que bajo condiciones nutricionales, hormonales y
ambientales adecuadas, estos tienen la capacidad de desarrollar brotes, raices o embriones

pudiendo llegar a formar plantulas completas [121].

Para el cultivo de callo, se han usado varios medios de cultivo, pero el mas comun es el medio
Murashige-Skoog (MS), desarrollado especialmente para callo de tabaco [18]. Este medio es
rico en macroelementos, en particular nitrégeno incluyendo iones tanto de nitrato (NOz) como
de amonio (NH,), sacarosa y ciertas vitaminas. La iniciacion de la divisibn celular y la
subsiguiente produccion de callos requieren que se adicionen en las proporciones adecuadas
una citocinina y una auxina. La auxina en concentraciones de moderadas a elevadas, es la
hormona primaria que se usa para producir callo, la citocinina es proporcionada en una cantidad

menos [122].

El crecimiento del callo sigue un patron logaritmico tipico, presentandose un periodo lento de
induccién de division celular que requiere de auxina, una fase de division celular rapida que
implica la sintesis activa de AND, ARN y proteina, seguida por una cesacion gradual de la
divisién celular. La divisién celular no se efectla en toda la masa en cultivo sino que se localiza
principalmente en una capa meristematica en la periferia exterior de las células, y las partes

interiores del callo permanecen como una masa no dividida del tejido viejo [123].

Un problema de estos cultivos, es que se pueden presentar modificaciones en la citologia
nuclear de las célula durante el cultivo, presentdndose aberraciones cromosémicas Yy
mutaciones, las cuales generalmente se incrementan conforme aumenta la edad del cultivo,
aunque cada especie vegetal tiene su propio patron de comportamiento y pueden presentarse

problemas de este tipo, en cultivos jovenes [124].



2.7.4. Cultivo de células en suspension

El cultivo de células vegetales en suspension es una herramienta poderosa para llevar a cabo
tanto estudios sobre embriogénesis, crecimiento y diferenciacion, organogénesis, ciclo celular y
metabolismo, asi como para la obtencién de diversos productos del metabolismo secundario.
Estos cultivos estan constituidos por un conjunto de células aisladas, asi como pequefios
racimos celulares, distribuidos en un medio de cultivo liquido, cuya proporcién y tamafio
depende de la especie vegetal de la cual se ha derivado el cultivo, de la edad del tejido, de la

composicion del medio y de las condiciones ambientales [125].

El establecimiento de un cultivo de células en suspensién puede lograrse directamente a partir
de un inéculo (fragmentos de hoja, cotileddn, etc) o bien, transfiriendo fragmentos de callos
friables en matraces con medio liquidos, los cuales son colocados en una agitador rotatorio
para proveer a las células de aireacion. El establecimiento del cultivo de células en suspension
a partir de un fragmento de callo es mas rapido, aunque depende de la friabilidad del tejido
calloso [126]. El término friable se emplea para describir la capacidad de separacion de las
células, es decir, que éstas se disgreguen facilmente después de una division celular, asi,
conforme se forman nuevas células, estas son dispersadas en el medio liquido formando
racimos y agregados. Aun cuando el callo presente una alta friabilidad, el cultivo requiere de un

periodo de adaptacion para que pueda establecerse una buena suspension [127].

La composicion del medio de cultivo liquido y la agitacion continua del medio son factores que
influyen en el grado de dispersion de las células del tejido, dando como resultado unidades mas
pequefias y ayudando al intercambio gaseoso. Las condiciones oOptimas para el maximo
crecimiento y dispersion de las células vegetales varia de una especie a otra, pero la velocidad

de agitacién apropiada para la mayoria de los cultivos va de 60 a 180 rpm [128].

La capacidad de separacion o friabilidad de las células en un cultivo en suspensién se puede

promover con una mayor concentracion de auxinas que de citocininas; sustituyendo la sacarosa



por glucosa; con vitaminas como la B12, B1, E o incrementando los niveles de algunas sales

minerales como el calcio y el fierro [129].

Las células vegetales son relativamente mas grandes que las bacterias y hongo, pero aun
dentro de un mismo cultivo existe una amplia variedad de formas y tamafos, desde esféricas
hasta cilindricas. Las dimensiones de estas células varian de 20 a 40 u de didmetro y de 30 a
200 p de longitud. Presentan una pared celular delgada (0.2 a 0.6 [) y su volumen es 100 000 a
200 000 veces mayor que el de las bacterias. Las células en suspension presentan mayores
indices de divisiéon celular que los cultivo de callos, la duplicacion de las células se alcanza
generalmente entre las 24 y las 72 h por lo que el riesgo de alteraciones genéticas es

potencialmente mayor que en un cultivo de callos [130].

Es asi como los cultivos de células en suspension estan constituidos principalmente por células
meristematicas indiferenciadas, mas débiles e inestables en comparacion con su estado en el
ambiente natural. Estos cultivos, respecto a los cultivos de células diferenciadas (raices y
brotes), presentan la ventaja de poder ser cultivadas a mayor concentracion celular y a mayor
velocidad de crecimiento. En el cultivo en suspensién el estado que mas se aproxima a las
condiciones naturales es la fase estacionaria, diversos autores han reportado un cierto grado
de diferenciacién, observandose que la acumulacién de los metabolitos secundarios se
presenta principalmente durante ese periodo. Sin embargo, en el caso de metabolitos
asociados al crecimiento, su acumulacién puede ser proporcional a la produccién de la
biomasa, lo cual se ha observado durante la fase exponencial en ciertas lineas celulares y en la

produccién de betalainas, carotenoides y azdiractina [131, 132].

Las células vegetales en suspension tienden a formar agregados de manera natural ya que al
dividirse no se separan adecuadamente, lo cual puede afectar la produccién de los metabolitos
secundarios, probablemente por estrés nutricional especialmente relacionado con el oxigeno y
causado por la limitacion en la transferencia de masa a los agregados y por la diferenciacion
celular dentro de los mismos; ademas, el aumento de las interacciones intercelulares puede
facilitar el intercambio de sefiales y metabolitos necesarios en la sintesis de algunos

compuestos particulares [133].



La mayoria de las investigaciones bioquimicas y fisiol6gicas del crecimiento y division celular en
plantas superiores han sido llevadas a cabo en cultivos tipo-lote. Los cultivos vegetales de
células en suspension tipo lote, son aquellos en los que el material celular crece en un volumen
fijo de medio de cultivo al que se han adicionado desde un principio todos los nutrientes

necesarios para le cultivo, en un sistema que es cerrado excepto por el intercambio de gases.

Este tipo de cultivo exhibe un patrén de crecimiento sigmoideo en 5 fases, que es el igual al

presentado por las bacterias:

1. Fase de reposo, donde las células no presenten ninguna sefial de division celular, ya
que Unicamente se estan adaptando a las nuevas condiciones nutricionales vy
preparandose para iniciar la division celular.

Fase exponencial, donde hay un alto grado de divisién celular

3. Fase lineal, donde es un poco menor la division celular pero se incrementa al grado de
expansion celular.

4. Fase de disminucién progresia, donde los grados de division celular y elongacién van
disminuyendo gradualmente.

5. Fase estacionaria, donde le nimero y tamafio de las células permanecen constantes, y
se han agotado los nutrientes, o al menos alguno de ellos. Durante la fase estacionaria
las células han alcanzado su méxima densidad celular, permaneciendo viables ero sin
division [134].

El establecimiento y duracion de cada fase depende de la especie vegetal, la frecuencia de los
subcultivos, la densidad inicial y el medio de cultivo empleado. La mayoria de los cultivos en
suspension de vegetales alcanza su maxima densidad celular entre los 18 y los 25 dias, aunque

pueden existir cultivos muy activos que la alcanzan entre los 6 y 9 dias [135]. .

Los cultivos de células en suspension pueden también ser crecidos en un sistema
semicontinuo, o de lote extendido en los cuales, los nutrientes se suplen periédicamente o
continuamente durante el curso de un cultivo mediante la adicibn de medio fresco en un
determinado intervalo de tiempo. En el sistema de cultivo continuo abierto, se va introduciendo

constantemente medio de cultivo, causando el desplazamiento de un volumen igual del cultivo



(medio nutritivo mas células) sin interrumpir el cultivo, o bien en un sistema continuo cerrado, en
el cual continuamente, se alimenta el cultivo con medio fresco sin la pérdida de células, lo cual

incrementa la acumulacion de biomasa [136].

El crecimiento de las células en suspensién puede ser monitoreado por el nimero celular, el
cual esta correlacionado con el peso seco y el volumen del paquete celular, el cual esta
correlacionado con el peso fresco. El peso seco es mucho mas exacto y nos permite estimar el

tiempo de duplicacion y la velocidad especifica de crecimiento [137].

2.7.5. Metabolitos secundarios

Los compuestos sintetizados por las plantas que son esenciales para su crecimiento y
multiplicacién, son conocidas como metabolitos primarios e incluyen a los lipidos, carbohidratos
y proteinas. Ademas de estas substancias, las plantas producen otros compuestos conocidos
como metabolitos secundarios, que llevan a cabo diversas funciones y que generalmente estan
involucrados en las interacciones de las plantas con el medio ambiente. Entre los metabolitos
secundarios se encuentran diversos compuestos como pigmentos y aromas que ayudan a la
polinizacion atrayendo insectos hacia las flores; compuestos que les ayudan a defender a la
planta de patégenos y depredadores; compuestos que les ayudan a tolerar condiciones
ambientales adversas; venenos que las hacen no comestibles, etc. Estos compuestos seon de
naturaleza quimica diversa e incluyen alcaloides, fenoles, glicsidos, fenoles, saponinas,

esteroides entro otros [138].

En suspension, las células individuales se distribuyen en forma homogénea a través del medio
de cultivo y por estar rodeadas del mismo, se facilita la transferencia de nutrientes y de oxigeno
hacia el citoplasma. Este tipo de cultivo tiene la ventaja de permitir el control relativamente
sencillo de variables como temperatura, pH y oxigeno disuelto; sin embargo, pueden verse
modificadas algunas caracteristicas de las células presentes en las plantas como su
diferenciacién y la comunicacion intercelular [139]. Lo cual implica en muchos casos la
disminucion en la producciéon de metabolitos secundarios, pues se ha reportado que en algunas
especies, la sintesis de ciertos metabolitos requiere la coexistencia de diferentes tipos celulares

o la compartamentalizacion intracelular [140].



En la actualidad, se conocen pocos procesos industriales para la utilizacion de metabolitos
secundarios. La tabla 8, muestra los productos obtenidos por diferentes tipos de cultivos
biotecnoldgicos.

Tabla 7 Productos medicinales de origen vegetal obtenidos por cultivos biotecnolégicos.

Categoria quimica Producto Especie Tipo de cultivo
Alcaloides Atropina Atropa belladona Raices [141]

Berberina Coptis japonica Suspensién [142]

Digital Digitalis lanata Embriones [142]

Nicotina Nicotiana tabacum Suspension [144]

Sanguinarina Papaver somniferum Suspension [145]

Vindolina Cataranthus roseus Suspensién [146]

Esteroides Diosgenina Dioscores deltoidea Suspension [146]

Panaxadiol Panax ginseng Embriones [147]

Fenilpropanoides Chiconina Lithospermum Raices transformadas [148]
erythrorhyzon
Diterpenos Taxol Taxus brevifolia Suspension [149]

Recientemente, el proceso de produccion de compuestos a gran escala se ha perfeccionando,
principalmente mediante la utilizacion de grandes biorreactores con un alto nivel de rendimiento.
Hasta el momento, la comercializacion de este tipo de cultivos que han sido escalados
industrialmente, se ha realizado fundamentalmente en Japdn, pais lider en esta tecnologia,
quizas porque los productos naturales juegan un papel central como insumos de su sistema de
salud y porque las empresas japonesas han decidido apoyar programas de largo plazo tanto en
la investigacion como en el desarrollo de estos productos [150]. El hecho es que hasta el
momento en ese pais se han desarrollado tres grandes procesos de produccién de fitofarmacos
a gran escala utilizando como tecnologia el cultivo de tejidos vegetales. El primero fue la
produccion de chiconina, compuesto que posee propiedades cicatrizantes y el cual es
producido en cultivos celulares de Lithospermum erythrorhyzon por la compafiia Mitsui
Petrochemical Industries [151]. El segundo es la berberina, alcaloide de conocida utilidad
medicinal que se obtiene por cultivos celulares de Coptis japoOnica [142]. Y recientemente, se
introdujo el cultivo en bioreactores de raices de Panax ginseng [147] cuya demanda esta en
crecimiento por la utilizacion cada vez mas generalizada de sus saponinas medicinales.

Algunos otros compuestos como la cafeina, la ubiquinona, la diosgenina, el &cido rosmarinico,



la digitoxina, la atropina y la papaverina, también se obtienen mediante procedimientos
biotecnolégicos [141-143].

La compafia Phyton realiz6 escalamientos comerciales del taxol (paclitaxel), compuesto
antitumoral obtenido originalmente de la corteza de Taxus brevifolia. El taxol es un buen
ejemplo para ilustrar como la demanda creciente de un farmaco obtenido a partir de una fuente
natural llevé al desarrollo de métodos alternativos para aumentar la produccion de biomasa
[149-151]. Con una muestra inicial de 0.3 a 1 kg de planta seca de Taxus brevifolia se obtiene
suficiente extracto (10-40 g) para permitir el aislamiento y la identificacion de un compuesto
puro, los ensayos secundarios y preclinicos pueden requerir de 5 a 50 kg de material seco.
Cuando el paclitaxel fue aprobado para el tratamiento del cadncer de mama y de ovario, la
demanda del compuesto ascendi6 a mas de 250 kg por afio [152]. Considerando que el
paclitaxel se obtiene de la corteza con un rendimiento promedio de 0.01% del peso seco y el
crecimiento del arbol es muy lento, habia que encontrar una forma alternativa para abastecer al
mercado. Los primeros intentos consistieron en probar si otras partes del arbol o si otras
especies relacionadas de Taxus producian el compuesto. Asi se llegd a recolectar especies
salvajes y cultivadas. Sin embargo, la técnica de produccién era poco practica. En cambio, el
grupo francés de Pierre Potier describe una via semi-sintética de produccion a partir del
compuesto intermedio 10-deacetil bacatina aislado del Taxus baccata [153]. No obstante lo
anterior, en 1992, el grupo de Holton patenta otra via semisintética con un rendimiento del 80%

mucho mayor al de Potier [154].

Actualmente, Bristol-Myers-Squib, produce el paclitaxel utilizando la tecnologia de cultivo de
células vegetales desarrollada por la compafiia de Biotecnologia Phyton, en su planta de
Alemania. El proceso se inicia con la propagacién de una linea celular de Taxus especifica en
medio liquido en tanques de fermentacion, luego se purifica directamente el paclitaxel por
cromatografia y se aisla por cristalizaciéon [155]. Adn hoy contindan las investigaciones sobre
los aditivos que se pueden agregar a estos cultivos para aumentar la produccion de paclitaxel
en estas células. Actualmente se adiciona fenilalanina y sulfato de vanadio a las lineas de

Taxus baccata [156].



Todos estos ejemplos ilustran claramente la tendencia que seguird en los proximos decenios la
investigacion biotecnolégica de las plantas medicinales, lo cual genera en los paises en
desatrrollo, la necesidad de abordar el estudio de su flora local mediante estrategias capaces de
competir en el mercado mundial de fitofarmacos.

En este rubro, actualmente existen compuestos con actividad farmacoldgica que ya se obtienen

mediante estas técnicas en la industria de fitofarmacos (Tabla 9)

Tabla 8. Metabolitos de importancia farmacéutica

Metabolito Uso Costo (US/Kg)
Ajmalicina Antihipertensivo 37 000
Campotecina Antineopléasico 432 000
Digoxina Carditonico 3 000
Taxol Anticancerigeno 600 000
Vincristina Antileucémico 1000 000
Vinblastina Antileucémico 2 000 000

Ramachandra S, Ravishankar G. Plant Cell Cultures: Chemical factories of secondary metabolites. Biotechnology Advance 2002; 20
(2): 101-153.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la Secretaria de Salud, la prevalencia de trastornos producto de la ansiedad y
el cancer es muy alta, situandolas como dos de las enfermedades que afectan a un gran
porcentaje de la poblacion. Dentro de la investigacion de nuevos psicofarmacos y farmacos
oncoldgicos se buscan moléculas que sean mas potentes, mas selectivos y menos el téxicas
que las utilizadas hasta ahora. Actualmente, los farmacos empleados para tratar la ansiedad
son las benzodiacepinas, las cuales originan un sin ndmero de efectos secundarios y
colaterales como depresién central, ataxia, sobre-sedacion, amnesia y potenciacion barbitlrica
y alcohdlica. El inconveniente mas importante es la tolerancia y dependencia que se presenta al
farmaco. El honokiol y el magnolol son dos compuestos bifendlicos de origen vegetal
identificados en la corteza de la especie asiatica Magnollia obovata, los cuales, comparados
con el diazepam producen el efecto ansiolitico a mucha menor dosis sin afectar la funcion

motora, sin producir sobre sedacién y lo mas importante sin producir dependencia fisica.

Por otro lado, el crecimiento mundial de incidencia de diferentes tipos de cancer, ha dado como
resultado una necesidad de contar con diversos recursos terapéuticos. Actualmente, hay 16
nuevos compuestos derivados de plantas que han sido probados en ensayos clinicos, de los
cuales, 13 se prueban en la fase | o Il y 3 compuestos en la fase lll. Entre estos, el honokiol y el
magnolol, se perfilan como importantes compuestos activos sobre varios tipos de cancer con

poca toxicidad que los farmacos convencionales.

Actualmente, la obtencién de estos compuestos se lleva a cabo a través de extractos secos de
la corteza de Magnolia obovata, pero para que se inicie la produccién de los metabolitos se
necesitan al menos 15 afios de edad vegetal para que el arbol inicie su produccion.
Recientemente, hemos demostrado la presencia de estos compuestos en hojas y corteza de la
planta mexicana Magnolia dealbata Zucc, en mayores concentraciones que en la planta
asiatica. Esta especie, es endémica de México, pero se encuentra en peligro de extincion, por
lo que se plantea que la biotecnologia seria una alternativa idonea para la producion de

honokiol y magnolol, sin utilizar la planta completa como se hace actualmente con Magnolia



obovata. Definiendo condiciones experimentales se podrian producir ambos compuestos en
sistemas nutritivos artificiales que permitirian la regulacion y control de su produccion en forma
precisa y con mayores ventajas que las observadas en los cultivos agroindustriales. Al mismo
tiempo, utilizando fragmentos vivos del vegetal en cuestion, se podria lograr la produccién
clonal masiva y la preservacion de Magnola dealbata Zucc. Es asi como el cultivo de células
vegetales para la produccion de compuestos activos, representa una alternativa ventajosa con
relacién a los métodos convencionales de extraccion que utilizan material vegetal silvestre o
cultivado. Dada la importancia farmacoldgica de estos dos compuestos, es importante resolver
los problemas de abastecimiento en forma controlada, empleando tecnologias modernas que
permitan disponer del material vegetal y de sus metabolitos de una forma permanente para su

industrializacion.

Es por ello que en la presente tesis, se propone, el establecimiento de un bioproceso de
produccién de honokiol y magnolol a través del cultivo de células de la planta mexicana
Magnolia dealbata Zucc, controlando los parametros correspondientes e identificando y
cuantificando la presencia de estos dos metabolitos en las plantas regeneradas in vitro.. Al
mismo tiempo, se propone el establecimiento de un bioproceso de organogénesis para

contrarrestar el problema de extincién de la especie.



4. JUSTIFICACION

Un gran porcentaje de la poblacion mundial padece problemas neuropsiquiatricos y
oncoldgicos, problemas de la medicina contemporanea que busca contar con medicamentos
menos toxicos y mas efectivos. Dada la importancia farmacologica de honokiol y magnolol,
compuestos presentes en la planta mexicana Magnolia dealbata Zucc, esta ha adquirido gran
importancia tanto clinica como comercial, por lo que se esta buscando en el campo de la
investigacion de nuevos fitofarmacos, la aplicacion de la biotecnologia para resolver problemas
especificos que afectan la produccidon de esta planta, identificando un bioproceso que produzca
in vitro y de forma homogénea altos contenidos de honaokiol y magnolol y desarrollar un método

eficaz y rapido para propagar la especie botanica que se encuentra en peligro de extincion.

5. HIPOTESIS

La acumulacion de los metabolitos bioactivos en cultivos en suspension de Magnolia dealbata
Zucc, dependera del manejo de los nutrientes y reguladores vegetales en el medio, por lo tanto,
una adecuada combinacion de estos factores permitird obtener cultivos altamente productores

de honokiol y magnolol

La induccién adecuada de procesos morfogenéticos en cultivos de Magnolia dealbata Zucc,
permitird el desarrollo de un método de propagacién de la especie, rapido y altamente

productivo.



6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General
Establecer lineas de Magnolia dealbata Zucc productoras de los metabolitos honokiol y
magnolol, mediante el establecimiento de un bioproceso en suspension, determinando y

controlando la cinética de produccion de honokiol y magnolol

Establecer un proceso altamente productivo de organogénesis y regeneracién de plantas de

Magnolia dealbata Zucc, productoras de honokiol y magnolol .

6.2. Objetivos particulares

Identificar honokiol y magnolol en plantas de campo mediante el establecimiento de la técnica
de HPLC y su curva de desviacion estandar.

Establecer cultivos de callos determinando la combinacién y concentracion de los reguladores

de crecimiento adecuados para inducir la produccion de honokiol y magnolol.

Establecer lineas celulares altamente productoras de honokiol y magnolol, determinando su

curva de crecimiento celular y de produccion.

Inducir respuesta morfogenética in vitro de Magnolia dealbata Zucc via organogénesis indirecta

determinando los requerimientos 6ptimos para la produccion de honokiol y magnolol

Establecer un protocolo de regeneracion de Magnolia dealbata Zucc

Identificar honokiol y magnolol en lineas celulares y en plantas regeneradas de forma in vitro.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
Colecta e identificacion de especies de la familia magnolidcea
En México, se cuenta con diferentes especies pertenecientes a la familia Magnoliacea. La
colecta de las especies de esta familia se realiz6 en el estado de Veracruz durante el mes de
Mayo contando con el apoyo del Dr. Martin Mata Rosas del Instituto de Ecologia A.C.
(INECOL) de Xalapa, Veracruz para la identificacibn de las especies. Se depositaron los
vouchers, en el herbario para futuras referencias.

Las especies colectadas fueron las siguientes:

Talauma mexicana Se colectaron flores, frutos, corteza y hojas de este espécimen la

comunidad de Duraznillo municipio de Quimixtlan, Puebla (Figura 5).

Figura 4 . Imagenes que muestran el lugar de la colecta de Talauma mexicana en Duraznillo, Puebla

(a), los especimenes (b y ¢) y los frutos de la misma (d).



Magnolia grandiflora_y Magnolia dealbata se colectaron hojas, corteza y semillas de ambos

especimenes en la Comunidad de JesUs Maria, Municipio de Quihuixtlan Tonatlixco Chico,
Veracruz (Fig. 6).

Figura 5. La imagen muestra el lugar de colecta de Magnolia grandifloray dealbata en Coyopola

Veracruz (a), los especimenes de Magnolia grandiflora (b) y los de Magnolia dealbata Zucc (c-d).

Las semillas de Magnolia obovata se compraron al banco de semillas Chiltern Seeds, en

Inglaterra para tomarse como referencia y/o como control positivo para la deteccién de los dos

compuestos y someterlos al mismo sistema de extraccion e identificacion.

Preparacion de extractos vegetales.Se molieron finamente y se pesaron 2 g de cada uno de
los explantes de Magnolia obovata (referencia), Magnolia dealbata, Magnolia grandiflora y
Talauma mexicana y se colocaron por separado en cartuchos de filtro Whatman No. 1, en un



aparato soxhlet de 500 ml para su extraccién exhaustiva por reflujo con metanol durante 7 h.
Los extractos se concentraron en un rotavapor a 60°C (Hei-VAP-Advantage, Heildoph) y
después se liofilizaron (Free Zone Labconco) por 12 h. Se reconstituyeron con 10 ml de
metanol grado HPLC y se filtraron a través de acrodiscos de membrana 0.45 pm (Millipore) para
eliminar pequefias particulas. Una alicuota de 10 pl se inyecto en el HPLC (Waters) para el
analisis de la identificacion y posterior cuantificacion de honokiol y magnolol en cada uno de los

extractos de cada especie vegetal.

Identificacion de honokiol y magnolol por cromatografia de liqguidos de alta resolucion
(HPLC)

El equipo utilizado fue un Sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC)
Waters Millenium * (Waters 2795; Waters Corp., Mildford MA, USA) equipado con un
automuestreador y un detector UV-Vis con arreglo de diodos 996. La columna empleada fue
una Kromasil RP18 de 150x 4.6 mm con 5 ym de tamafio de particula y una precolumna
Lichrospher RP18. Todas las muestras (extractos vegetales y celulares) se corrieron con el

siguiente sistema de elusion:

Solvente A agua/acido fosférico 10 mM grado HPLC
Solvente B Acetonitrilo grado HPLC

En un inicio el sistema fue isocratico pero una vez que se establecid el sistema de elusién para
cada uno de los estandares, se corri6 un sistema por gradiente para la mezcla de los dos
estandares, esto con el objeto de que los picos se separaran de forma completa. El tiempo de
retencién de cada uno de los picos, asi como la comparacion del espectro UV sirvieron como
parametros para autentificar la identidad de los compuestos que se determinaron en los

extractos.

Establecimiento de la curva de calibraciéon estandar.

Se compraron los estandares de honokiol y magnolol con 98% y 95% de pureza,

respectivamente (Nacalai Tesque Inc, Kyoto, Japon). Se establecié la técnica de HPLC con



estos estandares bajo las condiciones anteriormente mencionadas, para lo cual se disolvieron
por separado 10 mg de los estdndares de honokiol y magnolol en 10 ml de metanol y de ahi se
tomaron e inyectaron alicuotas de 5, 10 y 15 ul. Con dichas condiciones de elusién y mediante
regresion lineal de area y concentraciones, se obtuvo la ecuaciéon de la recta, dando como
resultado una curva del estandar mediante la cual se demostré la linealidad del método. Se
substituyeron en esta ecuacion los resultados de las corridas de cada uno de los extractos
detectando y determinando la cantidad de principio activo producida por gramo de planta o por

grama de biomasa.

El honokiol presento un tr (tiempo de retencién) de 8.8 min con dos longitudes de onda maxima
a los 255.8 y a los 292.4 nm, mientras que magnolol presentd un tr de 12.2 min, con una
absorcion maxima a los 290 nm. Las imagenes de los espectros UV se guardaron en la

biblioteca del cromatdgrafo para efectos de confirmacién en futuras detecciones.

Establecimiento de cultivos celulares de callos

Limpieza de explantes

Para establecer los cultivos in vitro de callos de Magnolia dealbata, se emplearon cotiledones,
hojas (5mm) y brotes jévenes del material colectado en campo. Se utiliz6 un bisturi
desinfectado para remover los tejidos de las plantas recolectadas. Se cortaron tejidos de hoja
asi como de brotes jovenes, hipocétilos y cotiledones. Todos los brotes se desinfectaron
lavandose con una solucion al 5% (v/v) de detergente Extran(Labo Clean, Inc., Puebla, México)
por 5 a 10 min con agitacibn suave y constante. Se enjuagaron dos veces con agua
desionizada estéril. Se lavaron durante 30 a 40 s, en una solucién al 70% (v/v) de etanol,
seguido de una solucién al 1% (v/v) de hipoclorito de sodio durante 10 min en agitacion suave.
Bajo condiciones de esterilidad, en una campana de bioseguridad, todos los explantes, se
enjuagaron tres veces con agua desionizada por 10 min para eliminar todo residuo.
Finalmente, los fragmentos se sumergieron lavaron en una solucion al 5% (v/v) de Plant
Preservative Mixture (PPM® Plant Cell Technology, Inc). El material se dejo secar sobre papel
filtro estéril e inmediatamente, se sembraron en medio de cultivo adicionado con diferentes

concentraciones y tipos de reguladores de crecimiento.



Combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal

Los fragmentos se sembraron en medio sélido MS (Murashige Skoog, 1962) conformado por
sales inorgénicas y vitaminas, suplementadas con 2 mg/l de glicina, 100 mg/l, de myo-inositol,
309/l de sacarosa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) como fuente de carbono y 1% de
PPM. Se probaron diversos agentes antioxidantes como 1g/L de carbon activado, 0.1 g/l de
polivinilpirrolidona (PVP) y 2 mg/L de &cido ascoérbico. Los medios se suplementaron con
diferentes combinaciones hormonales de acido 2, 4 diclorofenoxiacético (2,4-D), y Cinetina
(KIN) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). El pH de los medios fue ajustado a 5.7+0.1
con NaOH 1N y/o HCI 1 N previo a la adicién de 0.3 g/L de Phytagel® (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Los frascos conteniendo 25 ml de medio de cultivo fueron esterilizados en
autoclave a 120 °C y 1.2 kg/cm? durante 15 min.

Los cultivos se mantuvieron incubados a 21+ 1°C con un fotoperiodo de 16 h y una intensidad
luminosa de 40 pmol m?s™ proporcionada por lamparas Ecolux (General Electric, USA) de 75
W. Los callos obtenidos fueron subcultivados cada 4 semanas realizandose un muestreo del
peso fresco y seco (por liofilizacion).

Tabla 9. Tratamientos hormonal propuestos para la obtencidon de callos de Magnolia dealbata

Zucc
2, 4-D: (mg/L) Kinetina (mg/L)
0.0 0.5
0.5 0.5
0.5 1.0
0.5 1.5
0.5 2.0
1.0 0.5
1.0 1.0
1.0 1.5
1.0 2.0
15 0.5
1.5 1.0
1.5 1.5
1.5 2.0
2.0 0-5
2.0 1.0
2.0 1.5
2.0 2.0




Determinacion de viabilidad celular.

La viabilidad celular se midi6 mediante la técnica de diacetato de fluoresceina por microscopia
de fluorescencia [126]. Esta prueba se realiz6 en todas las lineas celulares obtenidas tanto de
callo como de las células en suspension, asi como en cada dos subcultivos. A un vial que
contenian 3 ml de una solucién al 0.5% de diacetato de fluoresceina y se le adiciond un
fragmento de tejido vegetal. Se le realizaron 3 lavados con buffer de fosfatos a pH 7.0, para
eliminar el exceso de fluoresceina. Al ser vistas bajo el microscopio, las células viables se
observaron de un color verde fluorescente al microscopio. La viabilidad se determiné contando
el niamero de células (células/por campo en una camara de Neubauer y el resultado se expresé
en porcentaje respecto al total observadas por campos. Su clasificacion (meristeméatica y

parengquimatosas) se realiz6 por medio de microscopia Optica (Axioskop, Carl Zeiss).

Estimacion de crecimiento celular

Para evaluar que tratamiento inducia mayor crecimiento celular, se determiné la diferencia de
pesos entre el material celular fresco y el seco. Se realiz6 para la biomasa celular de callos, asi
como del agregado celular en las suspensiones.. Cada 30 dias se tomaron tres muestras de 0.5
g de cada una de las lineas celulares. Las biomasas se pesaron en una balanza de precision,
determinandose el peso fresco para cada tratamiento. Este material, se seco por separado por
liofilizacion (Free Zone, Labconco), se registr6 el peso seco por cada tratamiento para

determinar por diferencia de pesos, el crecimiento celular final.

Identificacion y cuantificacién de honokiol y magnolol en las lineas celulares de callos

Para identificar y cuantificar la presencia y variacion del contenido de honokiol y magnolol en los
callos y en las células en suspensién, respecto al tiempo de cultivo, se tomaron muestras de
250 mg (peso seco) de todas las lineas celulares al 4°, 6° y 8° subcultivo. La extraccidon quimica
y la identificacién por HPLC, se realizo de la misma manera que para las plantas recolectadas

en campo.



Histologia de Callos

Para distinguir entre un proceso de organogénesis y una embriogénesis soméatica y tener la
seguridad de que se esta manejando una organogénesis; se procedid a realizar la histologia
celular de las lineas seleccionadas, para lo cual se utiliz6 la técnica de inclusion en parafina y la
tincion seleccionada fue la de safranina y verde rapido, con la que se puede apreciar

perfectamente la morfologia de las células [127, 128].

a) Preparacion de las laminillas:

Cada laminilla se lava perfectamente vy se les hizo un pre tratamiento con 3 amino
propilterieltoxilano (APES), al 2% por 1 min. Después se les da un bafio con metanol al 100%

por 1 min y con agua desionizada por 1 min. Las laminillas se sacaron en estufa por 24 h.

b) Fijacion
El tejido se coloco en una solucion de FAA (Formaldehido, acido acético y etanol) por 24 horas

y se deshidrato mediante el seguimiento de etanol que se muestra en la Tabla

C) Deshidratacién

Posteriormente se realizé la deshidratacion a través de una serie gradual de soluciéon agua-
alcohol etilico-alcohol terbutilico (ATB), con concentraciones de 30%, 50%, 70%, 95%, 100% y
ATB absoluto. Las muestras permanecieron 24 h en cada solucién. La infiltracion e inclusion se

realizaron con paraplast puro por 24 h

D) Infiltracién

Del dltimo cambio de ATB se desechd un poco, para sélo dejar el volumen que cubriera la
muestra. Posteriormente, a intervalos de 1 hora, se agregaron hojuelas de paraplast puro
colocando los viales tapados en la estufa a 60° C, hasta doblar el volumen inicial del ultimo
cambio de ATB puro. Después de haber alcanzado dicho volumen, se destaparon los viales
colocdndolos nuevamente dentro de la estufa para la completa evaporacion del TBA, dejandolo
de esta manera durante 24 h. Se vaci6 el paraplast del vial y se reemplazé con paraplast puro

fundido y se dejé en la estufa por un periodo de 48 h



E) Inclusién

El material se incluyé en paraplast puro del mismo punto de fusion. Para hacer los bloques, se
vertié paraplast fundido en recipientes de papel encerado (“cubos”) y se colocé la muestra de
callo en el centro, dejandolos enfriar y solidificar. Los cubos se refrigeraron a 4°C por un
intervalo de 2 a 3 h, después de las cuales se elimino el exceso de paraplast y se montaron en
una base de madera o portabloques, refrigerando nuevamente por 2 a 3 h (Sandoval, 2005).

F) Obtencién de secciones

Se obtuvieron cortes de 6, 8, 10 u de espesor con un micrétomo. Los listones se colocaron en
un bafio de flotacidon (agua a 23-25 °C mas una pizca de grenetina disuelta) hasta que
estuvieron completamente extendidos, se recuperaron con un portaobjetos y se dejaron secar

por un periodo de 24 h a temperatura ambiente

G) Desparaplastificacion y rehidratacion

Se colocaron los portaobjetos en una canastilla y se introdujeron a la estufa (60 °C) por un
periodo de 20 min para su desparaplastificacién. Para rehidratar las muestras se colocaron en
la canastilla en un tren de alcoholes graduales, dejandolos 10 min en cada solucion (xileno

puro, xileno-alcohol etilico 1:1, etanol absoluto, 96%, 70%, 50%, 30% y agua destilada)

H) Tincién con safranina “O” — verde rapido

Las muestras se tifleron con la técnica dicromica safranina-verde rapido). Esta técnica de
tincién utiliza dos colorantes selectivos para ciertos tejidos, proporcionando un buen contraste
entre los distintos tipos celulares. La safranina tifie estructuras nucleares, paredes celulares
lignificadas, cutinizadas y suberizadas. El verde rapido es un colorante acido que actia sobre
estructuras citoplasmaticas y paredes celulésicas. Las muestras rehidratadas se tifieron con
safranina durante 24 h, para posteriormente lavarlas con agua destilada. Posteriormente se
sometieron a un tren de deshidratacion de alcoholes graduales 30%, 50%, 70% y 96%, por un
periodo de 5 min en cada uno. Se les agreg6 verde rapido durante 2 min, para después retirar

el exceso de verde rapido con alcohol absoluto.



A continuacion se les aplicé aceite de clavo por un periodo de 8 min para finalmente colocarlas

en xileno por 5 min .

[) Montaje

Las preparaciones obtenidas se montaron en resina sintética Permount y se dejaron secar a
temperatura ambiente.

Posterior al registro de las laminillas, éstas se analizaron y se capturaron imagenes digitales a

través de un fotomicroscopio Carl Zeiss-Axioskop.

Establecimiento de Cultivo en Suspensién

Para el establecimiento del cultivo de células en suspension tipo-lote (batch), se transfirieron 5 g
de fragmentos de callos friables de seis meses de edad a matraces Erlenmeyer blafeados de
250 ml y cerrados con un tapon de algodon y conteniendo 100 ml del medio de cultivo MS libre
de agar, con 30 g/L. Para el establecimiento de los cultivos en suspension y produccién de los
compuestos, cuatro diferentes tratamientos fueron ensayados para la produccion de los
compuestos. Se manejo una concentracion constante (2mg/L) de Kin suplementado con una de
las siguientes auxinas: 1 mg/L 2,4-D; 1 mg/L acido naftalén acético (NAA) o 1 mg/L &cido indol
acético (IAA). Los matraces se guardaron en oscuridad en un agitador G10 orbital a 100 rpm
(New Brunswick Scientific Co) y se incubaron bajo las mismas condiciones descritas

previamente. Se realizaron subcultivos cada 30 dias usando un inoculo de 3 mL.

Cinética de Produccién de Honokiol y Magnolol

Para los estudios de cinética de crecimiento y produccién de honokiol y magnolol, las variables
medidas fueron peso seco (PS), peso fresco (PF), viabilidad celular, consumo de carbohidratos
y produccién de los compuestos bioactivos honokiol y magnolol. Todas las variables se midieron
por triplicado cada 5 dias durante 30 dias de cultivo. El peso fresco fue medido como la
biomasa filtrada, el peso seco fue determinado después de la liofilizacién y la viabilidad celular

fue medida usando el método de diacetato de fluoresceina, anteriormente descrito.



Analisis de Carbohidratos

Para el andlisis de carbohidratos en el medio de cultivo, una muestra de 2mL se tomo de cada
uno de los medios por separado y cada dos dias. Las alicuotas se centrifugaron durante 10 min
a 10, 000 rpm y el sobrenadante se filtré a través de acrodiscos (0.45 um de tamafio de poro,
Nalgene®, NY, USA). La presencia y concentracion de sacarosa fue determinada por HPLC de
acuerdo a procedimientos antes reportados por De Vries. [129]. Todos los datos fueron
expresados como el promedio desviacibn estandar (DS) de tres experimentos (n=3). La
significancia estadistica fue evaluada utilizando una ANOVA de una via seguida de una prueba
multiple de Duncan (DMRT).

Micropropagacion

Induccién de brotes adventicios y proliferacién

Los callos obtenidos en la fase anterior y que dieron positivos para la produccion de honokiol y
magnolol fueron utilizados en esta fase de induccién de plantulas. Los callos organogénicos de
8 semanas de edad fueron transferidos a 20 mL de medio MS con sales inorganicas, vitaminas,
100 mg/l, de myo-inositol, 30g/l de sacarosa y 0.3 g/L de Phytagel®. Los medios fueron
suplementados con diferentes concentraciones de citocininas como N°-Benzyladenine (BA), 2-
Isopentenyladenina (2iP), Kin y Tidiazuron (TDZ) (Tabla 11). Mdltiples brotes fueron obtenidos
después de 15 dias y los subcultivos se realizaron cada 30 dias. Durante el proceso de
regeneracion de plantulas, el proceso oxidativo se hizo presente y para controlar este exudado
de fenoles, se evaluaron diferentes concentraciones de antioxidantes: carbén activado (100-300
mg.L™) polivinilpirrolidona (PVP) (10-30 mg. L™) y acido ascérbico (10-30 mg.L™) (todos, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Los cultivos fueron incubados en una cadmara incubadora

(Barnstead, Lab-Line) con un fotoperiodo de 12 h.



Tabla 10. Combinaciones de reguladores de crecimiento propuesta, para la obtencién de

multibrotacion de Magnolia dealbata Zucc

Regulador de crecimiento* Concentracién (mg.L™”
BA 1.0
2 15
2.0
2.5
3.0
2iP 1.0
15
2.0
2.5
3.0
Kn 1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
TDZ 1.0
1.5
2.0
2.5
3.0

Induccién de raices y aclimatacion de plantulas.

Los brotes obtenidos, fueron individualizados y transferidos a medio de cultivo MS
suplementado con una combinacion de hormonas disefiadas para inducir raices con acido-
indol 3-acético (AlA), acido-indol-3-butirico (AIB) y acido-a-naftalenacético (ANA) a dos
diferentes concentraciones (Tabla 12). La brotes de aproximadamente 3 cm y que desarrollaron
raices adventicias fueron transferidas a botes conteniendo arena, tierra y vermiculita a una
proporcion 1:1:1 y fueron completamente cubiertas por bolsas plasticas por 1%, semanas para
mantener una alta humedad. Fueron progresivamente removidas para adaptarlas a las

condiciones ambientales normales a cielo abierto..

Determinacién de honokiol y magnolol en plantulas micropropagadas

Se emplearon plantas de Magnolia dealabata de origen in vitro para la deteccion y
cuantificacion de honokiol y magnolol. Plantas con una talla aproximada de 20 cm y con un
tiempo de desarrollo en invernadero de 6 meses, fue lavado con agua corriente, se seco a

temperatura ambiente y se molieron finamente cada una de las partes. El proceso de extraccion



guimica y de deteccién de honokiol y magnolol se realizé mediante HPLC siguiendo la

metodologia antes mencionada.

Tabla 11. Combinaciones de reguladores de crecimiento propuestas, para inducir rizogénesis en

plantulas de Magnolia dealbata Zucc

Auxinas (mg.L™”

IAA 0.5
IAA1.0
IBA 0.5
IBA1.0
NAA 0.5
NAA 1.0




7. RESULTADOS

Se logré estandarizar la técnica de HPLC propuesta para la identificacion de los dos
metabolitos. Se corrieron cada uno de los estandares por separado en alicuotas de 5, 10 y 15ul
y después se establecio la ecuacion de la recta para cada uno de ellos. El honokiol se detecté a
los 8 min, asi como su espectro UV, (Figura.7), el cual mostro dos picos maximos de
absorbancia a los 255.8 nm y a los 292.4 nm (Fig 9-a). El magnolol (Figura 8) tuvo un tiempo
de retencién de 12.3 miny su espectro UV tuvo una absorbancia méaxima a de 290 nm (Figura
9-b). Todas las corridas y los respectivos espectros UV se guardaron en la biblioteca del

cromatografo para efectos de comparar resultados de plantas y células.
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Figura. 8. Espectros ultravioleta del (a) honokiol y (b) magnolol

Para determinar que el mismo sistema de HPLC era el 6ptimo para la deteccibn de ambos
compuestos en una misma corrida cromatogréfica, los estdndares de honokiol y magnolol se
mezclaron en metanol y se corrieron juntos en el sistema de HPLC propuesto. Se determiné
gue el sistema de elucién era id6neo ya que ambos compuestos se separaban muy bien y no
habia traslape entre ellos (Fig. 10). Asi mismo, se corroboraron determinaron los espectros UV

de honokiol y magnolol de esta corrida

Fig. 9. Cromatograma de estandares de honokiol (8.8 min) y magnolol (12.3 min) en la misma
corrida de HPLC.



Una vez establecido el sistema de HPLC, se procedi6 a realizar los extractos de cada una de
las partes de las especies colectadas. Existian diversos reportes donde el procedimiento lo
llevaban a cabo en extractos acuosos a temperatura ambiente. Se corrieron de esa manera y
no se pudieron detectar los metabolitos ni siquiera en Magnolia obovata que era el control
positivo. Por lo tanto, se dedujo que el método de extraccién no era el adecuado o que existia
un problema de muy bajas concentraciones de los compuestos en estudio. Como primer
recurso, se abordd el cambio de solvente. Se pesaron 2 g de cada una de las partes de las
especies y se extrajeron bajo reflujo en aparato soxhlet con metanol grado reactivo durante 6 h
por cada muestra. Después se secaron, se reconstituyeron con metanol grado HPLC y se
inyectaron las muestras, donde las de Magnolia obovata resultaron positivas para honokiol
(8.74 min) y magnolol (12.16 min), lo cual nos demostr6 que el sistema de extraccion
seleccionado habia sido el correcto.

Todas las partes colectadas de Talauma mexicana y Magnolia grandiflora, resultaron negativas
a la deteccién de ambos compuestos (Fig. 11). En cambio, todas las partes de la planta

Magnolia dealbata Zucc resultaron positivas para honokiol y magnolol.
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Figura. 10. Cromatogramas de extracto de corteza de a) Talauma mexicana y b) Magnolia

grandiflora donde no hay presencia de honokiol y magnolol

En la corteza de Magnolia dealbata Zucc la deteccion de honokiol se efectué al minuto 8.62 de
la corrida cromatografica (Figura 12-a), el magnolol a los 11.9 min y el partendlido a los 11.62

min. Se corroboraron tr y espectro uv (Figura 12-b)



Figura. 11. Cromatograma del extracto metanélico de corteza de Magnolia dealbata Zucc se
demuestra la presencia de honokiol (8.6 min), partenélido (11.6min) y magnolol (11.9 min) (a), asi

como su espectro UV (b).

En los extractos de hojas y semillas de Magnolia dealbata Zucc, se detectdé y cuantifico la
presencia de honokiol y magnolol pero no del partendlido (Fig. 13), el cual solo se detacté en la

corteza de esta planta .

Figura. 11. Cromatograma del extracto metandlico de hojas de Magnolia dealbata Zucc que muestra la

presencia de honokiol (8.7 min) y magnolol (12.1 min).



Las concentraciones de honolkiol y magnolol detectadas en Magnolia dealbata, fueron mayores
en la corteza que en las semillas y las hojas, ademas de que la corteza presentaba el
partendlido (Tabla 10).

Tabla. 12. Identificacién y cuantificacion de honokiol y magnolol en plantas silvestres de Magnolia

dealbata Zucc.

Magnolia dealbata Honokiol Magnolol Partenolido
Corteza 4.638 mg/g hojas 8.44 mg/g hojas negativo
Semillas 1.345 mg/g semillas 2.1 mg7g de semillas negativo

Hojas 2.75 mg/g corteza 3.5 mg/g corteza positivo

Magnolia obovata

Semillas 2.743 mg/g semilla 1.09 mg/g semilla negativo

Es asi como analizando, los resultados obtenidos en la deteccion de los dos metabolitos
bioactivos, se tomé la decision de elegir a Magnolia dealbata Zucc. como la fuente de explantes
para iniciar el cultivo celular y la futura produccion de honokiol y magnolol. Los resultados
obtenidos en nuestra investigacion sobre la frecuencia en la induccién de callos a partir de
hojas, brotes, hipocdtilos y cotiledones fueron dependientes de la concentracion de 2,4-D y de

la incorporacioén de Kin.

En los medios de cultivo con las concentraciones similares entre la auxina y la citocinina se
lograron generar la mayor cantidad de callos a partir de los 60 d de cultivo (Figura 14). Se
sembraron diferentes tipos de explantes, pero fue en el cultivo de hojas jovenes donde se

obtuvieron los mejores resultados de obtencion y produccion de callos (Tabla 12)

Los callos cuyo explante origen fueron hojas jovenes y que se manejaron con los
fitoreguladores 2,4,D y CN, proliferaron a los 60 d con una buena friabilidad, requisito
practicamente indispensable para iniciar los cultivos en suspension, ademas de una viabilidad
del 100% (Figura 14), pero a los 50 d de cultivo se habia presentado oxidacién celular y se

probaron diferentes tipos y concentraciones de antioxidantes.



Esta oxidacion, se logré controlar con la adicion de 1 g/L de carbon activado, el cual logro
controlar la generacion de fenoles en los callos, pero solamente en aquellos generados a partir
de fracciones de hoja. Los callos obtenidos de hipocétilos y cotiledones decrecieron a partir del

tercer mes y presentaron una oxidacion dificil de controlar.

Desde un inicio, su crecimiento fue muy lento pero se pudieron mantener hasta el tercer mes,
debido al manejo de antioxidantes. En el cuarto mes, si crecimiento decayé completamente y
las pruebas de viabilidad resultaron negativas a partir de la semana 10 (Fig. 15). La oxidacién
fue una limitante determinante en la obtencién de callos a partir de otros explantes diferentes al

de la hoja. .



Figura. 12. Callos de Magnolia dealbata Zucc a partir de explantes de hoja alos 30 dias (a), alos
45 (b), alos 60 (c) y alos 90 dias (d). También se muestra la prueba de viabilidad con fluoresceina
a 10x (e).



Figura. 13. Callos de Magnolia dealbata Zucc a partir de diferentes tipos de explantes: hipocétilos
(a) y cotiledones (b) alos 30 dias asi como alos 90 dias (c y d), en los que no se logr6 detener la

oxidacioén celular.

El nivel de induccién de callos vario dependiendo de la concentracion de los reguladores de
crecimiento. El crecimiento celular maximo se presento en medio MS suplementado con (1.5
mg/L) 2,4-D y (1.5 mg/L) Kin (Tabla 12). Es asi como las hojas inmaduras fueron la mejor
fuente de explantes sobretodo, al ser cultivadas en MS con diferentes niveles y combinaciones

de 2,4-D y Kin mostrando las primeras sefiales de indiferenciacién dentro de los 15 a 25 dias



Tabla 13. Efecto del acido 2,4-Diclorofenoxiacético y Kinetina sobre la formacién de callo a partir

de explantes de hoja de Magnolia dealbata Zucc.

2,4-D: (mg.L™) Kinetina (mg.L™) Cantidad de callos %Cultivo de callos*
0.0 0.5 0 0.0
0.5 0.5 0 0.0
0.5 1.0 + 20
0.5 1.5 + 28
0.5 2.0 0 0.0
1.0 0.5 + 20
1.0 1.0 ++ 45
1.0 1.5 ++ 49
1.0 2.0 + 21
1.5 0.5 + 19
1.5 1.0 +++ 70
1.5 1.5 +++ 95
1.5 2.0 ++ 81
2.0 0-5 ++ 74
2.0 1.0 ++ 71
2.0 1.5 + 35
2.0 2.0 + 40

**8 semanas de cultivo

Al correrse por HPLC, muestras de los callos de todas las lineas celulares viables, solamente la
linea celular de callo obtenida del tratamiento con 2,4-D (1 mg/L) en combinaciéon con Kin (1
mg/L) influenci6 la sintesis de honokiol y magnolol (Fig. 16). La deteccién de honokiol ocurrié en

el minuto 8.73 y del magnolol en el 12.15.
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Fig. 14. Deteccién de honokiol (8.7 min) y magnolol (12.1 min) en callos FA1 obtenidos a partir de
explantes de hojas de Magnolia dealbata Zucc, cultivadas en medio MS adicionado con (1 mg/l)
2,4-D: (1 mg/l) Kin



En cuanto a rendimientos, se produjeron 2.3 mg/g de honokiol y 5.9 mg/g de magnolol A esta
linea celular de callos se designo como FAl (2,4-D 1 mg/L: Kin 1 mg/L), en la que el
rendimiento de honokiol equivale al 85% y el de magnolol al 168% respecto a lo que produjeron
las hojas de los especimenes recolectados en campo (Tabla 11).

Tabla 14. Concentraciones de honokiol y magnolol en plantas silvestres y cultivos in vitro de

Magnolia dealbata Zucc.

Magnolia dealbata Honokiol Magnolol Partendlido
Corteza 4.638 mg/g hojas 8.44 mg/g hojas negativo
Semillas 1.345 mg/g semillas 2.1 mg7g de semillas negativo
Hojas 2.75 mg/g corteza 3.5 mg/g corteza positivo
Callos 2.3 mg/g callo 5.9 mg/g callo negativo ‘

A partir de esta linea celular de callo FALl, se establecieron los cultivos de células en
suspension de Magnolia dealbata Zucc, debido a que estas células presentaron una buena
friabilidad, viabilidad, y sobretodo, produjeron mayor cantidad de honokiol y magnolol respecto a
los tratamientos con ANA o AlA, los cuales solo produjeron cantidades trazas de metabolitos,
ademas de que no se les logro controlar la oxidacion Es por ello, que se seleccioné al medio de
cultivo FA1 para el establecimiento de un cultivo en suspension tipo batch de Magnolia
dealbata Zucc.

Los cultivos en suspensiéon de Magnolia dealbata se lograron establecer con un buen
crecimiento celular y viabilidad. Se obtuvo una suspension celular fina y homogénea. La
suspension celular mostro una acumulacién de biomasa estable y continua después de 10
subcultivos. En cada ciclo de cultivo de aproximadamente 30 dias, las células crecieron
lentamente durante el periodo inicial de cultivo hasta los 6 dias. Después, la biomasa se
acumula rapidamente, con valores de 129 g/L en peso fresco y 14.8 g/L en peso seco sobre el
dia 10. La produccién de honokiol y magnolol incrementa muy lentamente al inicio del cultivo
pero se eleva significativamente el sexto dia. La produccién de estos metabolitos, empieza a
decrecer al acercarse el dia 30, para el cultivo completo de 30 dias. En el sexto dia la
produccion de los metabolitos fue de 8.03 mg/g de honokiol y de 13.41 mg/g de magnolol,

aunque ambos metabolitos exhiben un pico de acumulacién constante a través del periodo de



cultivo, el cual pasa la fase estacionaria después de 10 dias siempre al mayor nivel del
carbohidrato (28 g/L) remanente en el medio. La produccion de ambos compuestos no estuvo
asociada al crecimiento, como evidencia la relativa acumulacién baja de los productos que
ocurre previo a la concentracion celular de 14.8 g/L (peso seco). A esta linea celular se le llamo
FA2.
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Figura 15. Crecimiento y acumulaciéon de honokiol y magnolol y consumo de la fuente de carbono
por células FA2 en suspensién: (O) peso fresco, (¢) peso seco, (A) azucares totales (m) honokiol
and (o) magnolol.

En el cultivo piloto se mostr6 que las células en suspension FA2 de Magnolia dealbata Zucc
pueden producir 8.0 mg/g de honokiol y 13.4 mg/g de magnolol. Estos rendimientos, equivalen
al 300% y 382% respectivamente, de los obtenidos de plantas recolectadas en el campo (Tabla
11)



Tabla 15. Concentraciones de honokiol y magnolol en plantas silvestres y cultivos in vitro de

Magnolia dealbata Zucc.

Magnolia dealbata Honokiol Magnolol Partendlido
Corteza 4.638 mg/g hojas 8.44 mg/g hojas negativo
Semillas 1.345 mg/g semillas 2.1 mg7g de semillas negativo

Hojas 2.75 mg/g corteza 3.5 mg/g corteza positivo
Callos 2.3 mg/g callo 5.9 mg/g callo negativo
Células/suspension 8.0 mg/ g células 13.4 mg/g células Negativo

Para el establecimiento de la micropropagacion, se utilizaron los callos FAL, los cuales, se
subcultivaron cada quince dias, durante dos meses. Buscando la formacién de la
multibrotacion, estas lineas se subcultivaron en diversos tipos y concentraciones de citocininas

para inducir la organogénesis indirecta (Tabla 13).

Tabla 16. Efecto de las cintocininas sobre la regeneracion de callos de Magnolia dealbata Zucc.

Regulador de Concentracién NUmero de Largo del brote (cm) %de brotes por
crecimiento* (mg.L'l) brotes cultivo

BA 1.0 25+1.1 1.20+0.5 14
2 15 3.6+0.9 0.80£0.2 18
2.0 5.1+2.0 0.96 + 0.5 25

2.5 54+1.7 0.90 £ 0.6 28

3.0 45+1.0 0.75+£0.5 22

2iP 1.0 1.8+0.7 0.62+0.2 9
1.5 2.0+1.0 0.41+£0.2 14

2.0 2.50.7 0.52+0.2 12

2.5 2.9+1.2 0.55+0.2 10

3.0 3.5+0.8 0.60+0.2 12

Kn 1.0 5.2+1.6 1.45+0.6 35
1.5 6.2+1.6 1.34+0.5 46

2.0 6.8+1.8 1.20+0.2 48

2.5 45+1.8 1.10+0.2 35

3.0 24+1.4 0.95+0.3 20

TDZ 1.0 255+ 3.6 1.89+0.7 85
1.5 328+22 250+04 96

2.0 226+ 1.9 1.84+0.5 81

2.5 11.8+1.0 1.26 +0.2 75

3.0 6.6 £ 0.9 0.98+0.2 72

*Medias de 5 replicaciones de cada tratamiento, seguido de la desviacién estandar

La regeneracién de brotes adventicios y su proliferacion a partir de callos se observé en general
en mayor proporciéon en los medios MS suplementados con TDZ. El tratamiento con 1.5 mg/L de
TDZ en comparacion presenté el mayor indice de formacion de brotes con 32.8 brotes y de

mayor longitud (Figura 18). Fue en este tratamiento donde se la mejor respuesta donde todos



los explantes presentaron crecimiento de meristemo y formacion de hojas, asi como el méximo
desarrollo de yemas. Sin embargo, a concentraciones mayores de 2 mg/L, se suprimié casi en
un 22% la formacion de brotes Los tratamientos que contenian 2iP, Kin o BA, presentaron muy
baja y casi nula respuesta morfogenética y la sobrevivencia de los explantes fue muy baja. El

crecimiento fue muy lento y la oxidacion alta, aun con la presencia de carbon activado en el

medio de cultivo.

Figura. 16. Generacién de brotes adventicios de Magnolia dealbata Zucc. Medio MS con 1.5 mg/L
de TDZ.



Es asi que solo a los brotes del tratamiento TDZ 1.5 mg/L, se les transfirio a tratamiento
experimentales para la induccion de raiz. Se probaron los reguladores de crecimiento AIA, AIB y
ANA. Se presentaron diferencias en el nUmero de raices formadas y la longitud de las mismas.
Para AIA los resultados fueron casi el doble que para AIB. El tratamiento que contenia. El
medio que contenia 0.5 mg/L de AIA produjo 4 raices por brote con una longitud de 3.95 cm tla
mayor cantidad de raices por cultivo (Figura 19 y Tabla 14).

Las plantulas enraizadas fueron cultivadas en vasos de unicel con vermiculita, se cubrieron con
bolsas plasticas para guardar el maximo contenido de humedad. Después de al. Después de 2
meses se pasaron a un invernadero en bolsas negras. La aclimatacion a tierra resulto en un
100% de sobrevivencia (Figura 20). Las plantas con una talla aproximada de 20 cm y con un
tiempo de desarrollo en invernadero de 6 meses, fue lavado con agua corriente, se seco a

temperatura ambiente y se molieron

Tabla 17. Efecto de las auxinas sobre el enraizamiento de Magnolia dealbata Zucc y su contenido

de honokiol y magnolol

Auxinas Nidmero de Largo de raiz Raices de honokiol Raices de Hojas de Hojas de
(mg.L'l) raicesY (cm) (mg.g'DW) ¢ magnolol honokiol magnolo
(mg.g™* DW) (mg.g™ DW) L
(mg.g°
DW)
AIA 0.5 4.00 £2.34 3.95+0.74 3.50 £ 0.08 3.87+£0.21 2.50+0.24 315+
0.45
AIA 1.0 3.15+2.85 2.65+0.64 3.83+£0.92 4.12 +£0.81 3.25+0.10 390+
0.66
AIB 0.5 2.24+£261 4.81+ 2.17 3.10+0.56 3.25+0.38 2.10+£0.49 3.00+
0.50
AIB 1.0 2.38+2.14 2.50+0.99 2.14+£0.72 3.82+0.33 2.00+£0.10 2.80
0.17
ANA 0.5 3.80+4.18 2.50+0.68 2.97 £0.04 3.25+0.23 2.18 +0.01 291 +
0.32
ANA 1.0 3.65+ 4.27 2.25+1.15 3.11 +0.09 3.10+0.14 2.75 +0.60 3.14 +
0.18

. YEl nimero de raices es un promedio del nimero de raices producidas en 10 o mas cultivos. Cada ejemplo fue analizado por
HPLC en tres corridas consecutivas.
+ El contenido de honokiol y magnolol es un promedio de cuatro cultivos extraidos con metanol.



Figura 17. Plantas de Magnolia dealbata Zucc en medio MS, suplementado con 0.5 mg/L de AIA

gue presentan enraizamiento.

Figura 18. Plantas de Magnolia dealbata Zucc in vitro aclimatadas a condiciones ambientales

naturales.



Se realizé la deteccidn y cuantificacion de los dos metabolitos bioactivos en hojas y raices de las

plantulas adaptadas al medio ambiente. Se compararon los espectros UV de los estandares previamente

corridos. La tabla 14 muestra el contenido de honokiol y magnolol en raices y hojas. Las plantas en

medio MS suplementado con 1.0 g/L de AIA mostraron la produccion de las mayores cantidades de los

metabolitos en hojas y raices (Figura 21).

Tabla 18. Efecto de las auxinas sobre el enraizamiento de Magnolia dealbata Zucc y su contenido de

honokiol y magnolol

Auxinas NUmero Largo de Raicess Raices:magnol Hojas: Hojas
(mg.L'l) de raiz (cm) :honokiol ol honokiol :magnolol
raices? (mg.g'DW) ¢ (mg.g™ DW) (mg.g” DW) | (mg.g” DW)
IAA 0.5 4.00 = 3.95+£0.74 3.50 £ 0.08 3.87+£0.21 2.50+0.24 3.15+£0.45
2.34
IAA 1.0 3.15+ 2.65+0.64 3.83+£0.92 4,12 +£0.81 3.25+0.10 3.90 £ 0.66
2.85
IBA 0.5 2.24 + 4,81+ 2.17 3.10 £ 0.56 3.25+0.38 2.10+£0.49 3.00 £ 0.50
2.61
IBA 1.0 2.38 2.50 £ 0.99 2.14 +0.72 3.82+£0.33 2.00+£0.10 2.80+£0.17
2.14
NAA 0.5 3.80+ 2.50 £ 0.68 2.97 £0.04 3.25+0.23 2.18+£0.01 2.91+£0.32
4.18
NAA 1.0 3.65+ 2.25+1.15 3.11£0.09 3.10+£0.14 2.75+0.60 3.14+£0.18
4.27
. YEl nimero de raices es una mean de raices producidas en 10 o mas cultivos. Cada ejemplo fue analizado por HPLC en tres
corridas consecutivas.

+ El contenido de honokiol y magnolol es una mean de cuatro cultivos extraidos con metanol

Figura 19. Cromatograma del extracto metandlico de hojas de Magnolia dealbata Zucc

micropropagadas, en donde se demuestra la presencia de honokiol (8.6 min) y magnolol (12.0

min).




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una de las fases mas dificiles del cultivo in vitro es el establecimiento de cultivos asépticos
sobretodo a partir de explantes obtenidos de campo. En este trabajo de investigacion el factor
de contaminacion por microorganismos patégenos no fue determinante. El sistema de
desinfeccion de los explantes fue efectivo, sobretodo, con la adicion de PPM, tanto en el lavado
como en la formulacién del medio y se convirtié en un factor determinante en el establecimiento
de cultivos libres de patégenos. Aquellos cultivos a los cuales no se les lavo ni se les agrego
PPM, no se pudieron lograr debido a la contaminacion. Sin embargo la necrosis celular,
resultado de la oxidacion inducida por la sintesis y acumulacién de compuestos fendlicos si fue
determinante en el establecimiento de cultivos de callos. En muchas combinaciones de
reguladores de crecimiento, la oxidacion no se pudo controlar a pesar de la adicion de
diferentes tipos de agentes antioxidantes tratando de controlar y/o inhibir la liberacion de
fenoles.

Gracias al control de ambos aspectos, contaminacion y fenolizacién, se pudo establecer el
cultivo de callos de Magnolia dealbata, detectandose la produccién de honokiol y magnolol.

Asi mismo, se logré establecer el cultivo de células de Magnolia dealbata en suspensién a partir
de los callos friables de FA1 los cuales son productores de los metabolitos.

Se logré mantener estable y de forma repetible la produccién de los metabolitos en esta linea
celular de una forma no asociada al crecimiento. Con esta linea celular, por primera vez se
establece un proceso de produccion in vitro de honokiol y magnolol a concentraciones mayores
que las plantas silvestres, lo cual dificilmente ocurre en la biotecnologia vegetal, a menos sin el

uso de elicitores.

Es ampliamente conocido que en biotecnologia vegetal uno de los primeros problemas a los
gue nos enfrentamos, es la baja produccion de metabolitos secundarios en callos o en plantas
micropropagadas, esto en parte debido a la variacion somaclonal. En este caso, el contenido
original de los metabolitos en las plantas madre recolectadas en el campo en raices fue de 3.1
mg/g peso seco de honokiol y 3.8 mg/g de magnolol, mientras que para las hojas fue de 2.7
mg/g de honokiol y de 3.5 de magnolol. Las concentraciones de los metabolitos en las plantas
micropropagadas estuvieron por arriba de las producidas por las plantas recolectadas en el

campo. La regeneracion de Magnolia dealbata Zucc y las producciones de honokiol y magnolol



se pueden atribuir a la seleccion apropiada del explante y a las combinaciones adecuadas de
reguladores de crecimiento en todas las fases de la organogénesis indirecta

Los cultivos en suspension de Magnolia dealbata Zucc fueron mas productivos que los cultivos
de callos debido a una mayor captacién de nutrientes provistos en el medio. En los cultivos en
suspension, las células o agregados celulares son agitados, lo cual no solo proporciona
aireacion sino también maximiza el acceso a las fitohormonas, vitaminas y otros nutrientes

contenidos en el medio liquido.

En resumen, nuestros resultados indican que los cultivos celulares de Magnolia dealbata Zucc
producen honokiol y magnolol, lo que la sitia como una potencial fuente para la produccion de
estos compuestos. Al mismo tiempo, estos bioprocesos facilitarian el uso de la biotecnologia
para el estudio y mejoramiento posterior de esta especie vegetal para la investigacion

farmacoldgica o fitomédica, pero sobretodo, salvaguardando esta especie de la extincion.

El presente trabajo de investigacion plantea una diversidad de perspectivas como es manejar la
linea FA2 8en suspension) con elicitacion bibtica y abiética como herramientas biotecnoldgicas
para aumentar la productividad de los metabolitos honokiol y magnolol.

Al mismo tiempo, iniciar el escalamiento del cultivo celular, manejando todos los parametros de

control del cultivo.
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