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RESUMEN

La inflamacion es un proceso fisiopatoldgico asociado a un gran numero de
padecimientos crénico degenerativos, principalmente reumaticos, cardiovasculares,
gastricos y neuroldgicos. Las enfermedades reumdaticas son uno de los principales
problemas de salud en el mundo; en México, las personas en edad productiva laboral
son las mas afectadas por estas enfermedades. Por lo anterior, es un tema prioritario de
salud y de importancia econdmica que motiva a la busqueda de nuevos agentes
antiinflamatorios que actien sobre los blancos terapéuticos de interés. Las plantas
medicinales son una gran fuente de compuestos que poseen una diversidad estructural
guimica con potencial biologico, por lo que pueden ser utilizadas como medicamentos 0
como base para su produccion. Un numero importante de especies vegetales han sido
utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de pacientes con enfermedades que
conllevan un proceso inflamatorio, dentro de estas se destaca Sphaeralcea angustifolia.
Esta especie cuenta con el respaldo farmacoldgico que sustenta el uso tradicional, asi
como la evaluacion clinica en pacientes con osteoartritis de un fitomedicamento
estandarizado en el contenido del antiinflamatorio escopoletina. No obstante, los
estudios quimicos de la especie son escasos, por lo que es importante el identificar y
caracterizar a otros compuestos que coadyuven al efecto antiinflamatorio de S.
angustifolia. Considerando que la planta crece en poblaciones aisladas y su colecta
esta controlada por la SEMARNAT (NOM-007-RECNAT-1997) fue indispensable buscar
alternativas para la obtencion de tejido vegetal y conservacion de la especie. Para tal
propésito, se desarrollaron cultivos de callos morfogenéticos a través de los cuales se
logro la micropropagacion indirecta de la planta. Asimismo, se establecieron cultivos de
células en suspensiéon productores del compuesto activo escopoletina. Este sistema se
empled para evaluar una estrategia de estimulacion modificando el balance
carbono:nitrégeno, al reducir el contenido de nitrato en el medio de Murashige y Skoog
(MS) a 2.74 mM; condicidbn que no afectd el crecimiento de la suspension celular,
favorecid la produccion de la escopoletina y estimuldé la produccion de otros dos
compuestos del tipo fendlico.

En este proyecto inicialmente se planted aislar e identificar la estructura de los

dos compuestos producidos en la suspension celular de S. angustifolia cultivada en
1



medio MS con restriccion de nitrato, asi como evaluar su efecto sobre la formacion de
los edemas plantar inducido con A-carragenina y auricular con TPA (12-o-
tetradecanoilforbol-13-acetato). Los datos espectroscopicos de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) permitieron identificar estructuralmente a la tomentina (5-hidroxi-6,7-
dimetoxicumarina) y al acido 2-(1,8-dihidroxi-4-isopropil-6-metil-7-metoxi) naftoico, el
cual se aislo e identifico por primera vez en cultivos de células en suspension de una
especie del género Sphaeralcea, denominandolo como acido sphaeralcico. Ambos
compuestos inhibieron el desarrollo del edema subplantar, actividad que fue similar a la
del farmaco indometacina. En el modelo de edema auricular la actividad antiinflamatoria
de la tomentina fue similar a la de los farmacos sintéticos (indometacina y naproxeno);
en tanto que la del acido sphaeralcico (DEsy de 0.54 mg/oreja) fue significativamente
superior a el efecto mostrado por la tomentina y el farmaco naproxeno.

Posteriormente, este estudio se enfoc6 en optimizar la produccién de los
compuestos activos (escopoletina, tomentina y acido sphaeralcido) producidos en las
suspensiones celulares de S. angustifolia, sin dejar de tomar en cuenta el
comportamiento del crecimiento celular, siendo este uno de los factores asociado a la
produccion. Asi, se plante6 establecer los niveles 6ptimos de nitrato y de cobre, el cual
simula el atague de un microorganismo patdgeno, empleando la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) como modelo.

En la etapa de Disefio Factorial (DF) se determiné que los niveles de nitrato y
cobre en el medio MS no modificaron la velocidad de crecimiento (0.317-0.389 dias™) ni
el tiempo de duplicacion (1.78-2.18 dias) de la suspension celular de S. angustifolia; no
obstante, la mayor biomasa celular (14.62 g/L) se obtuvo al incrementarse el contenido
de nitrato (2.74 mM) y disminuyendo el del cobre (0.1 uM). La mayor producciéon de
cumarinas y acido sphaeralcico se observo a los 2 y 4 dias de cultivo, favorecidos por la
interaccién de los contenidos de nitrato y cobre, los valores de 2.74 mM de nitratos y 2
uM de cobre fueron utilizados como base para el establecimiento del Disefio de Paso
Ascendente (DPA).

En el modelo DPA el crecimiento de los cultivos celulares se redujo en un 74%
en los cultivos desarrollados con mayores contenidos de ambos nutrientes. Asimismo,

se determin6 que contenidos por arriba de 5.68 uM de cobre en el medio MS inhiben el



crecimiento en la suspension celular, provocando lisis y muerte celular. La produccion
de cumarinas y el acido sphaeralcico, generd un punto de inflexion de la curva y para
encontrar las condiciones Optimas se evalud el efecto del nitrato y cobre en intervalos
de concentracion cortos. Para completar el modelo cuadratico (Disefio Compuesto
Central, DCC) y encontrar las condiciones de nitrato y de cobre 6ptimas, fue necesario
afiadir al DF cuatro puntos mas (Disefio en Estrella, DE) tomando como punto de origen
las condiciones nutricionales de 2.74 mM de nitratos y 2 uM de cobre.

En el modelo DCC se determind que la modificacion en la concentracion de
nitrato y cobre en el medio de cultivo MS modulé favorablemente la produccién de
tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico en los cultivos de células en suspension
de S. angustifolia. La interaccion de 2.42 mM de nitratos y 1.81 yM de cobre estimula la
mayor produccién de las cumarinas, registrando niveles de 236.45 pg/L en biomasas y
de 4,136. 96 ug/L en el medio a los 2 dias de cultivo. No se determiné interaccion de los
factores sobre produccion de &acido sphaerélcico, prediciendo que las mejores
condiciones para su excrecion se obtuvieron con 0.32 mM de nitratos libre de cobre a
los 4 dias (5,258.12 ug/L) de cultivo; mientras que su acumulacion (756.91 ug/L) se
favorecio con la presencia de 2.26 uM de cobre y 0.32 mM de nitrato. La produccion de
las cumarinas en respuesta al estimulo es similar a la de una fitoalexina, en cambio, la
produccion del &cido sphaerélcico es caracteristica de un metabolito secundario
constitutivo.

A continuacion, se evalud si los compuestos antiinflamatorios obtenidos en la
suspension de S. angustifolia a nivel de matraces, se producen en el cultivo celular
desarrollado en biorreactor de laboratorio con agitacion mecanica. Las suspensiones
produjeron escopoletina y tomentina con una tendencia similar a lo registrado a nivel de
matraz; en cambio, las maximas producciones de acido sphaeralcico se observaron a
los 2 y 4 dias de cultivo. En estos casos, con respecto a la produccién registrada a nivel
de matraz, la acumulacion fue 20.2 y 78.1 veces mayor, y su excrecion fue 6.5y 16.9

veces superior, respectivamente.



ABSTRACT

Inflammation is a physiopathological process associated with a great number of chronic
degenerative afflictions, mainly rheumatic, cardiovascular, gastric, and neurological.
Rheumatic diseases are one of the principal health problems worldwide; in Mexico,
persons at productive employment age are those most affected by these diseases.
Thus, it is a priority health theme and one of economic importance that motivates the
search for novel anti-inflammatory agents that act on therapeutic targets-of-interest.
Medicinal plants are a great source of compounds that possess chemical structural
diversity with biological potential; therefore, the former can be utilized as medicaments
or as a base for the production of these. An important number of plant have been utilized
traditionally for the treatment of patients with diseases that lead to an inflammatory
process; among these, Sphaeralcea angustifolia is highlighted. This species has the
pharmacological support that sustains its traditional use, as well as clinical evaluation in
patients with osteoarthritis of a standardized phytomedicament in the content of the anti-
inflammatory, scopoletin. Although this, chemical studies on the species are scarce;
thus, identifying and characterizing other compounds that contribute to the anti-
inflammatory effect of S. angustifolia are important. Considering that the plant grows in
isolated populations and its collection is controlled by the Mexican Ministry of the
Environment and Natural Resources (SEMARNAT, NOM-007-RECNAT-1997), it was
indispensable to find alternatives for obtaining the plant tissue and conserving the
species. For this purpose, cultures were developed of morphogenetic calluses by means
of which we achieved indirect micropropagation of the plant. Similarly, the cultures of
cells in suspension producers of the active scopoletin compound were established. This
system was employed to evaluate a strategy of stimulation, modifying the
carbon:nitrogen equilibrium on reducing the content of nitrate in the Murashige and
Skoog medium (MS) to 2.74 mM. This condition did not affect the growth of the cellular
suspension, favored the production of scopoletin, and stimulated the production of
another two phenolic-type compounds.

In this project, we initially proposed to isolate and identify the structure of the two

compounds produced in the cellular suspension of S. angustifolia cultured in MS

4



medium with nitrate restriction, as well as to evaluate their effect on the formation of
plantar edema induced with A-carrageenan and auricular edema with 12-0-
Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopic data permitted the structural identification of tomentin (5-hydroxy-6,7-
dimethoxycoumarin) and 2-(1,8-dihydroxy-4-isopropyl-6-methyl-7-methoxy) naphthoic
acid, which was isolated and identified, to our knowledge for the first time, in cell cultures
in suspension in a species of the Sphaeralcea genus, denominating this sphaeralcic
acid. Both compounds inhibited the development of subplantar edema, an activity that
was similar to that of the drug Indomethacin. In the auricular-edema model, the anti-
inflammatory activity of tomentin was similar to that of the synthetic drugs (Indomethacin
and Naproxen), while that of the sphaeralcic acid (EDsp of 0.54 mg/ear) was significantly
superior to the effect exhibited by the tomentin and the drug Naproxen.

Later, this study was focused on optimizing the production of the active compounds
(scopoletin, tomentin, and sphaeralcic acid) produced in the cellular suspensions of S.
angustifolia, without taking into account the behavior of cellular growth, the latter one of
the factors associated with production. Thus, we proposed establishing optimal levels of
nitrate and copper, which stimulates the attack of a pathogenic organism, employing
Surface Response Methodology (SRM) as model.

During the Factorial Design (FD) stage, we determined that nitrate and copper levels in
MS medium did not modify the speed of growth (0.317—0.389 days™) or the duplication
time (1.78-2.18 days) of the cellular suspension of S. angustifolia; notwithstanding this,
the greatest cellular biomass (14.62 g/L) was obtained on increasing the nitrate content
(2.74 mM) and decreasing that of copper (0.1 uM). The greatest production of
coumarins and sphaeralcic acid was observed on days 2 and 4 of culture, favoring by
means of the interaction of nitrate and copper; the values of 2.74 mM of nitrates and of
2 uM of copper were utilized as a base for establishing the Ascending design step
(ADS).

In the ADS model, the growth of the cellular suspension was reduced 74% in the
cultures developed with the greatest contents of both nutrients. Likewise, we determined
that the copper concentration higher to 5.68 uyM in the MS medium inhibited growth in
the cellular suspension, causing lysis and cell death. The production of coumarins and

sphaeralcic acid generated an inflexion point of the curve and, in order to find the
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optimal conditions, we evaluated the effect of the nitrate and copper in short
concentration intervals. For completing the quadratic model (Central Composite Design
[CCD]) and to find the optimal conditions of nitrate and copper, it was necessary to add
to the FD four additional points (the Star Design [SD]), taking as point of origin the
nutritional conditions of 2.74 mM of nitrate and of 2 uM of copper.

In the CCD model, we determined that modification of nitrate and copper in the MS
culture medium favorably modulated the production of tomentin, scopoletin, and
sphaeralcic acid in cellular cultures in the S. angustifolia suspension. The interaction of
2.42 mM of nitrate and 1.81 uM copper stimulates the greatest production of coumarins,
registering levels of 236.45 ug/L in biomasses and of 4,136. 96 pg/L in the MS medium
on day 2 of culture. The interaction was not determined of the factors in the production
of the sphaeralcic acid, predicting that the best conditions for their excretion was
obtained with 0.32 mM of copper-free nitrates on day 4 (5,258.12 ug/L) of culture, while
its accumulation (756.91 ug/L) was favored by the presence of 2.26 yM of copper and
0.32 mM of nitrate. The production of coumarins in response to the stimulus is similar to
that of a phytoalexin; on the other hand, the production of the sphaeralcic acid is
characteristic of a constitutive secondary metabolite.

Next, we evaluated whether the anti-inflammatory compounds obtained in the
suspension of S. angustifolia at the flask level in the cellular culture developed in the
laboratory bioreactor with mechanical shaking. The suspensions produced scopoletin
and tomentin with a tendency similar to that registered at the flask level; on the other
hand, the maximal productions of sphaeralcic acid were observed on days 2 and 4 of
culture. In these cases, with respect to the production registered flask level, the
accumulation was 20.2 and 78.1 times greater, and its excretion was 6.5 and 16.9 times

superior, respectively.



|. ANTECEDENTES

1. Inflamacion

La inflamacion es una respuesta inmune del organismo a un gran nimero de estimulos fisicos
(radiaciones, frio, calor,rayos UV), quimicos (venenos Yy toxinas), bioldégicos
(bacterias, virus, parasitos, hongos), ambientales, mecanicos (golpes, heridas, quemaduras) y/o
a alteraciones inmunitarias (hipersensibilidad) o alteraciones vasculares (isquemia). La reaccién
inflamatoria es esencial para la supervivencia de los organismos, aunque en algunas
situaciones y enfermedades tal reaccion puede llegar a ser perjudicial para el organismo
(http://www.talukderbd.com/).

La inflamacién inicia en el tejido conectivo e involucra cambios vasculares, eventos
celulares y la produccion de mediadores quimicos, con la finalidad de aislar y destruir al agente
dafino. Todos estos componentes del sistema estan estrechamente vinculados (Abbas y
Lichtman, 2009).

La inflamacién presenta dos fases bien diferenciadas. La fase aguda caracterizada por
su breve duracion, la exudacién de liquido y de proteinas plasmaticas y la migracion de
leucocitos, predominantemente neutrofilos. La fase crénica se caracteriza por una mayor
duracién, la presencia de linfocitos y macréfagos, proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis y
necrosis (Choyillas, 2000).

En el proceso inflamatorio después de una breve contraccion de las arteriolas se
produce vasodilatacion, que es la causa del aumento de flujo sanguineo y que provoca rubor,
calor y un incremento de la permeabilidad vascular. Como consecuencia de estos eventos
vasculares el flujo sanguineo disminuye, provocando que los leucocitos (marginacion) se sitden
sobre el endotelio vascular (rodamiento), se produce la adhesién leucocitaria y posteriormente
la trasmigracién, proceso mediante el cual los leucocitos (fundamentalmente neutrofilos en la
inflamacion aguda) atraviesan las paredes de los vasos sanguineos. Una vez fuera del sistema
vascular se produce el fenomeno de quimiotaxis, migrando los leucocitos hacia la zona de la
lesion (Choyillas, 2000; http://www.talukderbd.com/).

El dolor se debe especialmente a la estimulacion de las terminales nerviosas para las
sustancias quimicas o mediadores liberados.

En la zona de lesién, diversos factores favorecen la activacion leucocitaria como las
sustancias quimiotacticas en altas concentraciones, la fagocitosis y complejos antigeno-
anticuerpo. La activacion leucocitaria se caracteriza por la produccién de metabolitos del acido
araquidénico (AA) debido al incremento de la actividad de fosfolipasa A2 (FLA2), por el

diacilglicerol (DAG) y el calcio, generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y la
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liberacion del contenido lisosomal a causa de la lisis celular, lo cual conduce al dafo celular y
tisular (Choyillas, 2000).

1.1 Células mediadoras del proceso inflamatorio

Existen dos tipos de células involucradas en la inflamacion: unas se encuentran de manera
permanente en los tejidos, como los mastocitos y las células endoteliales y otras migran al sitio
afectado desde la sangre, como los neutréfilos, monocitos, macréfagos y linfocitos. Estas
células producen una gran cantidad de moléculas activas que, de manera directa o indirecta,
son mediadores del proceso inflamatorio (Goémez-Estrada et al., 2011). Los mediadores

pertenecen a diferentes clases quimicas aminas, lipidos y proteinas:
1.1.1Aminas

La histamina es una amina producida por basofilos y células cebadas, su liberacion es
estimulada por la bradiquinina y las moléculas del complemento C3a y Cba (moléculas
plasmaticas con actividad proteolitica) para estimular la vasodilatacion, la permeabilidad

vascular y la adhesién leucocitaria (Choyillas, 2000).

La serotonina se encuentra en las plaquetas y su liberacion se estimula cuando éstas se
agregan tras su contacto con el colageno, la trombina, la adenosina difosfato (ADP) y los

complejos antigeno-anticuerpo para estimular la permeabilidad vascular (Choyillas, 2000).

1.1.2 Lipidos

Las prostanglandinas (PG) se producen a partir del acido araquidonico (AA) por la accion de las
enzimas cicloxigenasas (COX), el cual es liberado de las membranas por la fosfolipasa A2
(FLA2) (Figura 1). Se ha demostrado que la FLA2 es de tipo secretora e inducible y su
expresion se incrementa con la activacion del factor de transcripcién nuclear kappa B (FN-kB).
Se conocen dos formas de COX: la COX-1 es constitutiva y la COX-2 es inducida por citocinas
y factores de crecimiento. Se ha comprobado que la activacién del FN-kB esta implicada en el
incremento de la expresion de esta enzima. El producto final de la COX es un endoperéxido
(PGH2) que por la accién de isomerasas es transformado en prostaglandinas. El principal efecto
de las PGE2 y la PGD2 es incrementar la vasodilatacion (Fylaktakidou et al., 2004; Abbas y
Lichtman, 2009; Gomez-Estrada et al., 2011).

Los leucotrienos (LT) son eicosanoidos producidos a partir del AA por la via de la 5-

lipoxigenasa (LOX) (Figura 1). El leucotrieno B4 (LTB4) se obtiene por hidrélisis enzimética del
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leucotrieno A (LTA) en neutrofilos, eosinofilos, monocitos, macréfagos, células cebadas y
gueratinocitos. Las funciones del LTB4 son uniones de receptores celulares, adhesién
leucocitaria, quimiotéxis, activacion leucocitaria y aumento de la permeabilidad vascular
(Choyillas, 2000).

Los tromboxanos son eicosanoides derivados del acido araquidénico por la accién de
la enzima ciclooxigenasa (Figura 1). El tromboxano sélo es producido por las membranas de
las plaguetas generado por la accién de la tromboxano sintetasa sobre endoperéxidos ciclicos
de prostaglandinas. EI TXA2 actida como un potente agregante plaquetario (el mayor
descubierto hasta ahora) y vasoconstrictor, el cual a su vez se transforma en el tromboxano B2,
gue es inactivo, pero mas estable que el anterior. Participa en los procesos de coagulacion y
agregacion plaquetaria importante para cerrar heridas y hemorragias, ademas de ser un

potente broncoconstrictor (Choyillas, 2000).

La bradicinina: es un péptido que se produce a partir de diferentes proteasas, pero la
calicreina es la especifica. La bradiquinina estimula la vasodilatacion, la permeabilidad vascular,
la liberacion de interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) por los macréfagos,
promocion de la sintesis de prostaglandinas y el dolor (Choyillas, 2000).

El factor activador de plaquetas (FAP) es un mediador bioactivo derivado de los
fosfolipidos. Diversas células como plaquetas, baséfilos y mastocitos, neutrofilos, monocitos,
macrofagos y células endoteliales producen FAP intracelular. Sus efectos en la inflamacién son
vasodilatacién, aumento de la permeabilidad por contraccién de las células del endotelio de las
vénulas y es mil veces mas potente que la histamina y la bradiquinina, factor quimiotactico que

estimula la adhesién leucocitaria (Choyillas, 2000).

1.1.3 Proteinas

Las citosinas son un grupo multifuncional de sustancias mensajeras que transportan
informacién de una célula a otra, son responsables de la activacién del 6xido nitrico sintasa y de
la COX-2. Se han identificado mas de 100 moléculas, generalmente pueden ser clasificadas
como pro o antiinflamatorias dependiendo de la via en la que participen. Entre las citosinas
proinlamatorias tenemos la interleucina 1B, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la
interleucinas IL-6 e IL-8 involucradas en la iniciacion y amplificacion de la inflamacion; en el
endotelio estas citosinas favorecen la expresibn de moléculas de adhesion (integrinas,
selectinas y adherinas), permitiendo su posterior migracion tisular. Entre las citosinas

antiinflamatorias se encuentran la IL-10, la IL-4, el factor- transformador de crecimiento (TGF-
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B) y el activador natural del receptor de la interleucina 1 (IRA),

negativamente el proceso inflamatorio (Choyillas, 2000).
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Figura 1. Proceso inflamatorio y mediadores de la inflamacion.

La IL-1 y el TNF-a son producidos por los macréfagos activados y por las células T

activadas. La IL-1 es sintetizada ademas por monocitos, macrofagos, células de Langerhans,

células gliales, astrocitos, células epiteliales, células endoteliales,

células mesangiales
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glomerulares y linfocitos B. Sus principales efectos en la inflamacion son aumento de la
permeabilidad vascular y de la quimiotaxis (Choyillas, 2000).

El 6xido nitrico (NO) es un mediador de la inflamacion sintetizado por las células
endoteliales, macréfagos y grupos neuronales especificos del cerebro. EI NO tiene un
mecanismo de accion paracrino sobre las células dianas mediante la induccién de monofosfato
de guanina ciclico (GMPc) que, a su vez, inicia una serie de acontecimientos intracelulares que
dan lugar a una respuesta como la relajacion de las células musculares lisas de la pared
vascular. EI NO se sintetiza a partir de L-arginina, oxigeno molecular y otros cofactores por la
accion de la enzima 6xido nitrico sintasa. Se ha comprobado que la activacion del FN-kB esta
implicado en el incremento de la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducida (NOSi). El NO
desempefia un papel importante en la funcion vascular durante las respuestas inflamatorias y
provoca aumento de la vasodilatacion, la permeabilidad vascular y la quimiotaxis (Choyillas,
2000).

Un elemento importante en el mecanismo molecular de la inflamacién es el FN-kB. La

activacion de esa familia de factores de trascripcion juega un papel central en este proceso, ya
gue conduce a la activacion de genes proinflamatorios incrementando la expresién de citocinas,
COX-2, NOSiy FLA2 (Blantz y Murger, 2002; Sharma et al., 2007)
El sistema del complemento es uno de los componentes fundamentales de la respuesta
inmunitaria, consta de un conjunto de moléculas plasmaticas implicadas en distintas cascadas
bioguimicas, cuyas funciones son potenciar la respuesta inflamatoria, facilitar la fagocitosis y
dirigir la lisis de células incluyendo la apoptosis. Las funciones biolégicas del complemento se
incluyen en dos categorias generales: la lisis celular por el complejo de ataque a membrana
(MAC) vy los efectos biol6gicos de los fragmentos proteoliticos del complemento (Choyillas,
2000).

Los factores liberados del complemento afectan a diversos fendmenos en la inflamacién:
fendmenos vasculares que se ven afectados por C3a y Cha y aumentan la permeabilidad
vascular y producen vasodilatacién principalmente mediante la liberacion de histamina desde
los mastocitos. La C5a activa la via de la lipoxigenasa del metabolismo del acido araquidénico
en los neutréfilos y monocitos, la adhesion leucocitaria, la quimiotaxis (de neutrofilos,
monocitos, eosindfilos y baséfilos) y la activacion leucocitaria (Choyillas, 2000).

Las enzimas lisosomales estan presentes en neutréfilos y monocitos, y son liberadas a
consecuencia de la lisis celular. Los neutréfilos presentan granulos especificos que contienen
lisozima, colagenasa, gelatinasa, lactoferrina, activador del plasmindégeno, histaminasa y

fosfatasa alcalina; y los granulos azurofilos que contienen mieloperoxidasa, factores
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bactericidas (lisozima y defensinas), hidrolasas acidas y proteasas neutras (elastasa, catepsina
G, colagenasas inespecificas y proteinasa). Las proteasas neutras pueden degradar colageno,
membranas basales, fibrina, elastina, y cartilago dando lugar a la caracteristica destruccion
tisular en los procesos inflamatorios purulentos y deformantes. Los monocitos y los macrofagos
contienen hidrolasas &cidas, colagenasa, elastasa, fosfolipasa y el activador del plasminégeno
(Choyillas, 2000).

Entre las moléculasde adhesién se encuentra a la E-selectina conocida como ELAM-1
esta confinada al endotelio, P-selectina conocida como GMP140 o PADGEM esta presente en
el endotelio y en las plaguetas, L-selectina conocida como LAM-1 esta en la mayor parte de los
tipos de leucocitos. Las inmunoglobulinas son la molécula de adhesién endotelial intracelular
tipo 1 (MAIC-1) y la molécula de adhesién celular vascular de tipo 1(MACV-1) (Abbas y
Lichtman, 2009).

Las integrinas son glicoproteinas heterodiméricas de adhesion transmembrana, también
actian como receptores de la matriz extracelular. Las integrinas FA-1 y MAC-1 son receptores
para la MAIC-1 y las integrinas a4B1 (VLA-4) y a47 para la MACV-1. Se ha demostrado que la
transduccién de sefiales mediadas por integrinas incrementa la expresion de la IL-1,
incrementa la activacion del FN-kB generando mediadores de la inflamacion, retarda el
mecanismo de apoptosis en neutréfilos y favorece la quimiotaxis

La molécula de adhesion plagueta- célula endotelial (MACP-1) pertenece a la
superfamilia de los genes codificadores de inmunoglobulinas y es una de las moléculas de
adhesion homofilas que estan presentes en las uniones intercelulares del endotelio y juega un
papel importante en la transmigracion a través de las uniones intercelulares (Abbas y Lichtman,
2009).

1.1.4 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las ERO son especies quimicas muy reactivas, a partir de las cuales se producen reacciones
en cadena que provocan la alteracion de biomoléculas, la peroxidacién de los lipidos de
membrana, dafian células y tejidos. Las especies reactivas del oxigeno son el anion superdxido
(0,) y el hidroxilo (OH"), el perdxido de hidrogeno (H,O,) y el oxigeno singulete (*O,). Estas
especies reactivas se forman en el organismo como parte de procesos metabdlicos entre los
que se encuentran: la cadena de transporte electronico, la descarga respiratoria de los
fagocitos, la reaccion de la xantina oxidasa y el sistema enzimético del citocromo P450 (Fubiniy
Hubbard, 2003).
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Los procesos de oxidacién generan radicales libres en el organismo e incrementan o
disminuyen las defensas antioxidantes, produciéndose lo que se conoce como estrés oxidativo.
Este proceso esta vinculado a un grupo de enfermedades, entre las cuales se encuentran el
Parkinson, el Alzheimer, enfermedades cardiovasculares, dafio por isquemia, choque
circulatorio, insuficiencia cardiaca, aterosclerosis, diabetes, cataratas, dafio por radiaciones, el
sindrome de respuesta inflamatoria y el envejecimiento (Kalra et al., 1994).

Las ERO pueden ser liberadas al espacio extracelular por los leucocitos tras la
exposicion a agentes quimiotacticos, inmunocomplejos o estimulacion fagocitaria. Su
produccion depende de la activacion del sistema oxidativo NADPH provocando un aumento de
la expresion de citocinas y de las moléculas de adhesion leucocitaria endotelial con el aumento
de la permeabilidad vascular provocado por el aumento de la producciéon de superdxido (Kalra
et al., 1994).

Se ha comprobado que el incremento de las EROS esta relacionado con la activacion
del FN-kB el cual es muy importante en la inflamacion, ya que controla la transcripcion de genes
gue codifican la expresion de IL-1, TNF-q, proteinas de la fase aguda, factores de crecimiento
y la expresion COX-2, NOSiy FLA2s (Seo et al., 2002).

1.2 Agentes antiinflamatorios
1.2.1 Antiinflamatorios esteroidales o glucocorticoides

Los esteroides o glucocorticoides son los antiinflamatorios mas potentes, actian reduciendo el
namero y la activacion de eosinéfilos, desencadenando apoptosis, disminuyendo factores
guimiotacticos que incluyen las IL-3 y 5, el factor de estimulacién de colonias de granulositos y
macréfagos. Con su accion también se reduce la liberacion de linfocitos T, IL-2, mastocitos
(células presentadoras de anfigeno) y células dendriticas. Estos efectos son producidos por
diversos mecanismos, que incluyen entre otros, la sintesis de proteinas con efecto
antiinflamatorio y la inhibiciéon de sintesis de factores proinflamatorios y de crecimiento. En este
grupo de farmacos se encuentran la dexametasona, prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona y mometasona, entre otros (Gomez-Estrada et al.,
2011).

1.2.2 Antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

Son un grupo de sustancias cuyo efecto es inhibir la sintesis de prostanglandinas a través de la
inhibicién de la enzima COX 1. Algunos también exhiben acciones antipiréticas y analgésicas.

Estos se agrupan en:
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Salicilatos: Acido acetilsalicilico, acido salicilico, acetilsalicilato de lisina, diflunisal,
sulfazalacina o salicilazo sulfapiridina, salicilato de sodio y salicilamida.

Pirazolonas y andalogos: Fenilbutazona, pirazinobutazona o feprazona, antipirina o
fenasona, aminopirina, dipirona, oxifenbutazona, gamacetofenilbutazona, carudol
clofenazona, bumadizona, suxibuzona, azapropazona y metamizol.

Paraminofenol: Paracetamol o acetaminofeno y fenacetina.

Derivados indolacéticos (Indoles): Indometacina, benzidamina, sulindac, acemetacina,
proglumetacina y talmetacina.

Derivados arilacéticos o fenilacéticos: Diclofenaco, pirrolacético (ketorolaco),
piranoacético (etodolac) y clometacina.

Fenamatos o arilantranilicos: Acido mefenamico, flufenamico, niflimico, flufenamato de
aluminio, talniflumato, floctafenina, glafenina, meclofenamato, &cido tolfenamico, acido
meclofenamico y tolfenamico.

Derivados arilpropionicos: Ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, indoprofeno procetofeno,
fenbufen, piroprofeno, suprofeno, flurbiprofeno, fenilpropionato de lisina, fenoprofeno y
acido tiaprofénico.

Oxicanes: Piroxicam, tenoxicam, sudoxicam, isoxicam y meloxicam.

Derivados del acido nicotinico: Clonixinato de lisina y isonixina.

Derivados de la naftilalcanonas: Nabumetona.

Derivados de acidos heterociclicos: Oxaprozin.

Derivados de la sulfonanilida: Nimesulida.

Derivados de las benzoxazocinas: Nefopam.

Analgésicos opiaceos: Morfina, meperidina, fentanilo, nalorfina, metadona y naltrexona.

Inhibidores selectivos de COX-2: Celecoxib.

A principios del afio 2000 fueron introducidos al mercado los AINEs mas selectivos como

celecoxib, rofecoxib, etoricixib, valdecoxib y meloxican. En Estados Unidos fue aceptado el uso

de celecoxib por la FDA (Food and Drug Administration) para el manejo del dolor y la

inflamacién crénica como la artritis, osteoartritis, dolor post quirlrgico y recientemente como

inhibidor del crecimiento tumoral. Sin embargo, los COX-2 a excepcion del celecoxib, fueron

retirados del mercado debido a los efectos adversos cardiovasculares (Gomez-Estrada et al.
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1.3 Modelos farmacolégicos de evaluacion antiinflamatoria

1.3.1 Modelos de inflamacién in vitro
Los ensayos de evaluacion de la actividad antiinflamatoria estan dirigidos a cuantificar la
expresion de enzimas y/o mediadores antiinflamatorios tales como: enzima beta secretasa 1
(BACE-1), proteina C reactiva (PCR), el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), la
molécula de adhesion del leucocito al endotelio (ELAM-1), la molécula 1 de adhesion
intracelular (ICAM-1), la metaloproteinasa de la matriz (MMP), el factor nuclear kappa Beta (NF-
kB), la ornitina descarboxilasa (ODC), las senales de transduccion y los activadores de
proteinas de transcripcion (STAT), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las moléculas de
adhesion de las células vasculares (VCAM) y el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) entre otros bioensayos (Morris, 2003; Winyard y Willoughby, 2003; Gémez-Estrada et
al., 2011).

1.3.2 Modelos de inflamacion in vivo.

Los modelos utilizados para la evaluacion de la inflamacién aguda y subaguda son el eritema
por exposicion a luz UV en cobayos, permeabilidad vascular, edema auricular inducido con
Oxazolona en ratones, edema auricular inducido con esteres de forbol en rata o ratéon, edema
plantar inducido con carragenina en ratas y la técnica del granuloma (Gémez-Estrada et al.,
2011; Patel et al., 2012).

1.3.2.1 Edema plantar inducido con carragenina

Es uno de los métodos mas utilizados para la evaluacion de farmacos antiinflamatorios debido a
su rapidez y reproducibilidad. Esta técnica se basa en la evaluacion de muchos agentes que
inhiben la formacion del edema producido en la zona plantar de la rata o del ratdén, después de
la inyeccién del agente flogistico (irritante) como son el formaldehido, el dextran, la albumina de

huevo, el caolin, la naftoilheparamina y la carragenina-A (Gabor, 2000).

Los carragenanos son una mezcla compleja de polisacéridos naturales como el
almidén, la celulosa y la quitina que conforman la estructura de las paredes celulares
(celulosa) de algunas algas rojas. Las carrageninas estan formadas por unidades de galactosa
y/o de anhidrogalactosa, sulfatadas o no, unidas por enlaces alternos a (1-3) y b (1-4).
Dependiendo del grado de sulfatacion, de las posiciones de los grupos sulfato y de la presencia
de grupos de anhidrogalactosa se distinguen las carrageninas, cada una con propiedades

hidrocoloides distintas. A mayor proporcion de grupos sulfato, la solubilidad es mayor, y a mayor
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proporcién de grupos de anhidrogalactosa la solubilidad es menor. Aunque existen alrededor de
12 tipos de carrageninas los tres tipos mas importantes son kappa (k), lambda (1) e iota (1)

(www.agargel.com).

Desde la década de 1980, una parte importante de la produccion mundial de
carrageninas se obtiene mediante cultivos de algas de las especies Kappaphycus
alvarezii y Eucheuma denticulatum. La carragenina-k y la carragenina-1 son capaces de formar
geles, y han sido ampliamente utilizadas como gelificantes en la industria alimentaria para la
formulacion de lacteos. La carragenina-A no gelifica fuertemente a temperatura ambiente y es

muy utilizada para inducir una respuesta inflamatoria (www.agargel.com).

El modelo de edema subplantar inducido por carragenina consiste en la administracion
subcutanea de una soluciéon de carragenina-A a través de la aponeurosis plantar de la rata,
provocando una reaccion inflamatoria mediada por la liberacién de diversos eicosanoides
(prostanglandinas, leucotrieneos y tromboxanos); ademas, diversos factores del complemento
implicados en la amplificacion de la respuesta. Tales agentes se pueden generar en el sitio
afectado por las células infiltradas a la zona de dafo. Los signos clinicos de la inflamacién
edema, hiperalgesia y eritema se desarrollan inmediatamente después de la inyecciéon
subcutanea del agente proinflamatorio (Patel et al., 2012).

Una hora después de administrada la carragenina, la histamina y la serotonina tienen un
papel principal como mediadores. Aproximadamente entre 1.5 a 2 horas después de la
administracién de la carragenina intervienen como mediadores las citosinas, la bradicinina, la
migracion de leucocitos polimorfonucleares y neutrofilos y en la Ultima fase la activacion de
prostanglandinas (PGE1 y PEG2). La respuesta vascular maxima ocurre aproximadamente
entre las 3 y 4 horas después de la administracion de carragenina y coincide con la fase
mediada por las prostanglandinas, mientras que la extravasacion de proteinas ocurre durante
toda la respuesta al agente edematdgeno (Winter et al., 1962; Sughisita et al., 1981; Morris,
2003; Winyard y Willoughby, 2003).

La respuesta inflamatoria se cuantifica normalmente por el aumento en el tamafio de la
pata (edema), cuyo efecto maximo es alrededor de 5 h posteriores a la administracién de
carragenina (Winter et al., 1962; Sughisita et al., 1981; Morris, 2003; Winyard y Willoughby,
2003).

1.3.2.2 Edema auricular inducido con 12-O-tetradecanoilforbol (TPA)
El modelo de edema auricular inducido por ésteres de forbol se basa en la aplicacién de un

agente irritante en la oreja del ratdn. Los agentes inflamatorios mas utilizados son el PMA
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(acetato de forbol miristato) y los ésteres de forbol que se extraen del aceite de crotén (Croton
tiglium L. EI TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) es el mas potente de todos, este posee
propiedades irritantes, pro-inflamatorias y promotora de tumores (Winyard y Willoughby, 2003;
Patel et al., 2012).

Son sustancias capaces de provocar inflamacion local caracterizada por vasodilatacion,
eritema, edema vy filtracion de leucocitos polimorfonucleares durante las 3 y 4 horas después de
administrado del agente téxico. El TPA es capaz de activar a la proteina quinasa C (PKC) que a
Su vez activa otra cascada de enzimas, tales como las MAPK (proteina quinasa activadora de
mitogeno) y fosfolipasa A2 (PLA2) que conducen a la liberacion del factor de activacion
plaguetario (PAF) y del &cido araquidénico (AA). También se promueve la liberacion de
histamina y serotonina, asi como la sintesis de eicosanoides (prostanglandinas, leucotrienos y
tromboxanos) mediada por la activacion de las enzimas lipoxigenasa (LOX) y ciclooxigenasas
(COX) (Patel et al., 2012).

A nivel histolégico, se produce agregacion plaquetaria y adherencia de compuestos
polimorfonucleares (neutréfilos y eosindfilos), migracion a la dermis y degranulacién de
mastocitos. También se observa la acumulacién y migracion de leucocitos al epitelio. A partir de
24 h se incrementa la mitosis celuar en la membrana basal epidérmica, lo que conlleva a una

hiperplasia y engrosamiento epidérmico aparente (Gémez-Estrada et al., 2011).

Este modelo es sensible a farmacos con diferentes mecanismos de accion, algunos
ejemplos son la indometacina; funciona como inhibidor de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1
y COX-2), ketorolaco (derivado del acido acético, inhibidor de prostanglandinas) y naproxeno
(inhibidor de prostanglandinas) (Sughisita et al., 1981; Gabor, 2000).

1.4 Plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de la inflamacion

Los productos naturales ofrecen una gran diversidad de estructuras quimicas con potencial
biolégico, éstas pueden ser utilizadas como medicamentos o0 como base para su produccion. La
utilizacion de las plantas medicinales en el tratamiento de diversas reacciones inflamatorias,
como el reumatismo son practicas comunes en la medicina tradicional. Hoy en dia el enorme
interés por el uso de sustancias antiinflamatorias de origen vegetal va en aumento, en algunos
casos ofrecen ventajas en relacién a los farmacos comerciales, como la baja incidencia de
efectos secundarios. Existen muchos trabajos en los cuales se ha evaluado la actividad
antiinflamatoria tanto de extractos como de compuestos puros en diferentes modelos de

inflamacion in vitro e in vivo (Gomez-Estrada et al., 2011).
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Entre las drogas vegetales mas utilizadas para el tratamiento de patologias relacionadas
con la inflamacién (reumatismo) se pueden citar la corteza del sauce (el glicésido salicilina)
obtenida la especie del género Salixs sp, a partir de la cual fue obtenida la aspirina o acido
acetilsalicilico, farmaco no esteroidal (ANIE) de la familia de los salicilatos, utilizado
frecuentemente como antiinflamatorio, analgésico y antipirético (Gomez-Estrada et al., 2011).

La especie Aesculus hipocastanum (aescina, mezcla de saponinas triterpénicas) actla
como inhibidor de la actividad de PLA-2 y antagonista del receptor 5-HT,, Allum sativum
(compuestos fendlicos obtenidos del extracto acuoso) actia como inhibidor de moléculas de
adhesion y antioxidante; Aloe vera (el cristal de sébila, taninos y otras sustancias antioxidantes)
inhibe la produccién de citocinas proinflamatorias como el TNF-a e IL-1B; Annona squamosa
(flavonoides, terpenos, alcaloides, quinonas, cumarinas, antocianidinas) poseen actividad
antiinflamatoria y analgésica; Brassica nigra (sinigrina, derivados de fenilpropanos, &cidos
fendlicos derivados del acido cinamico) poseen actividad antiinflamatoria; Curcuma longa
(curcumina) es inhibidor de moléculas de adhesion, TNF-a y NF-K@B; Justicia pectoralis Jacq.
planta medicinal utilizada en Brasil como analgésico y antiinflamatorio en el cual se han
identificado la cumarina y la umbeliferona; Kigelia africana (vermindsido y verbascécido)
modulador de la produccién de NO, PGE2 y de la expresion de la enzima (6xido nitrico sintasa,
iINOS), inhibidor de enzimas proinflamatorias; Harpagophytum procubens (éster de acido
cinamico, prucumbido) inhibidor de la expresion de INOS y COX-2 através de la activacion de
NF-KB y la raiz de malvavisco (Althaea officinalis) especie utilizada desde la antigiedad para el
tratamiento de inflamacion en el aparato digestivo (Gémez-Estrada et al., 2011).

Actualmente se comercializan varios agentes antiinflamatorios elaborados con extractos
de plantas, algunos ejemplos son: Aloe Vera Cream (Aloe barbadensis, Aloe vera Ext. 2%),
Arnica Cream (Arnica montana 1%), Crema Artimin (Harpagophytum procumbens, Uncaria
tomentosa), Gout Férmula (Ortiga, Amor del hortelano, Jengibre, Apio, Bardana, Alforfén),
Harpagin Harpagofito: Harpagothytum procumbens 175 mg, Sauce Salix alba 52.5 mg, Cola de
caballo Equisetum arvense 52.5 mg, Enebro Juniperus communis 35 mg y Rusco Ruscus
aculeatus 35 mg, Yuca (tallo de Yuca schidigera 490 mg), Pomada de copaiba (Copaifera
paupera), Pomada de ajo sancha (Mansoa alliacea), Pomada de chuchuwasi (Maytenus
macrocarpa), Unglento natural (Ruta graveolens, Eucalyptus globulus, Mansoa alliacea,
Eugenia aromatica, Cinnamomum zeylanicum) y Traumeel (Arnica montana 1.5 g, Calendula
officinalis 0.45 g, Hamamelis virginiana 0.45 g, Echinacea angustifolia 0.15 g y E. purpurea 0.45

g). Sin embargo, son pocos los fitomedicamentos que existen en el mercado como: Curcuma de
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Lamberts (extracto estandarizado de la raiz, aporta un 95% de curcumina) y Ortiga (extracto

estandarizado de hoja de ortiga (1% de acido silicico) (http://www.hipermercadocultural.com).

2. Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don
2.1 Caracteristicas morfolégicas

Sphaeralcea angustifolia (Figura 2) es una hierba erecta o arbusto de aproximadamente 1.5 m
de alto cubierto por diminutos pelos ramificados (tricomas). Las hojas miden hasta 12 cm de
largo y se encuentran en posicion alterna, son angostamente lanceoladas y presentan un
margen foliar dentado, a veces con 2 I6bulos hacia la base. Las inflorescencias se observan en
racimos en las axilas de las hojas superiores. Los pedicelos que sostienen las flores son
usualmente mas cortos que el caliz. Tres bractéolas lineares (mas cortas que el caliz) se
encuentran en la base de cada flor formando el caliculo. En las flores, el caliz puede medir
hasta 8 mm de largo y esta formado por 5 sépalos unidos en la base; la corola de 8 a 12 mm de
largo es de color morados o azul-rosados y esta formada por 5 pétalos; los estambres estan
unidos en la base formando una columna de color purpura; estilos 10 a 16 (Gleason y
Cronquist, 1963; Martinez, 1979; Calderén-Rzedowski y Rzedowski, 2001).

En algunos lugares de E.U.A. se observan flores color cobre o salmén, un color que no
se observa en el centro de México, por lo cual se conoce en inglés con el nombre de “copper
globernallow”. Los frutos son de tipo esquizocarpos, globosos, apice hendido y envueltos en el
caliz. Estdn compuestos por 10 a 16 mericarpios que en la madurez se abren hacia la parte
superior, cada mericarpo puede contener de 1 a 3 semillas usualmente glabras (Gleason y
Cronquist, 1963; Calderén-Rzedowski y Rzedowski, 2001; http://www.conabio.gob.mx/).

Figura 2. Planta completa (a), flor (b), haz y envés de la hoja de Sphaeralcea angustifolia (c).
Fotografias tomadas del invernadero y jardin del Centro de Investigacion Biomédica del Sur
(CIBIS-IMSS).
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2.2 Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Subreino Tracheophyta

Superdivision Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Malvales

Familia Malvaceae

Género Sphaeralcea

Especie Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don

(www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed).

2.3 Sinonimias

Diadesma stellata Rafin, Malva angustifolia Cav, Malva stellata D. Dietr, Malvastrum
angustifolium Hemsl, Malveopsis angustifolia Kuntze, Phymosia cuspidata (Gray) Britt, Sida
stellata Torr, Sphaeralcea angustifolia subsp. cuspidata (Gray) E. Murray, Sphaeralcea
angustifolia var. cuspidata A. Gray, Sphaeralcea angustifolia var. lobata (Woot.) Kearney,
Sphaeralcea angustifolia subsp. lobata (Woot.) Kearney, Sphaeralcea
angustifolia var. oblongifolia (A. Gray) Shinners, Sphaeralcea cuspidata (Gray) Britt,
Sphaeralcea emoryi var. nevadensis (Kearney) Kearney, Sphaeralcea
emoryi subsp. nevadensis Kearney, Sphaeralcea lobata Woot, Sphaeralcea stellata Torr. & Gray

y Sphaeroma angustifolium Schltdl (http://www.catalogueoflife.org/).

2.4 Distribucién y Usos etnobotanicos

Sphaeralcea angustifolia crece en forma natural en climas calidos, semicdlidos, aridos y
templados entre los 1890 y los 3900 msnm. Esta especie esta asociada a pastizales, bosque de
encino, pino, pino-encino, matorrales xeréfilos y a terrenos agricolas con una distribucion
disyunta. Se localiza en la parte occidental de Estados Unidos, en Argentina y paises
adyacentes, en el Norte y centro de México (Martinez, 1979; Villasefior y Espinosa, 1998;
McVaugh, 2001).

En México, a la planta se le conoce con diferentes nombres comunes dependiendo de la
region donde crece; en la zona del Valle del Mezquital Hidalgo es “hierba de vara de San José”,
en el Estado de México “hierba del negro” (Aguilar et al., 1994) y duraznillo cimarréon en
Querétaro (Arreguin et al., 1997). Tambien se conoce como corddn, hierba negra, hierba del
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golpe, pintapan y en lengua nahuatl con el nombre de tlixihuitl” (Martinez, 1979; Villasefor y
Espinosa, 1998; McVaugh, 2001).

S. angustifolia es una planta medicinal de uso antiguo para controlar la diarrea, lavar
heridas y disminuir la inflamacion. En el siglo XVI, la raiz masticada se empleaba para mitigabar
el dolor de las encias, afirmar los dientes y expeler la mucosidad; la raiz en polvo en el
tratamiento de la diarrea y flujos del cuerpo. Para casos de diarrea crénica se recomienda
preparar una coccion de la planta junto con manzanilla (Matricaria recutita), sabila (A. vera) y
yerbabuena (Mentha spicata) (Argueta et al., 1994).

La raiz es utilizada para limpiar la matriz y los rifiones; ademas, se recomienda para tratar
la disenteria y quitar ronchas del cuerpo. En Durango y Aguascalientes esta especie se utiliza
en golpes colocando la planta machacada con unas gotitas de aceite en la zona lesionada y
cubriéndose con un lienzo; de igual forma se aplica esta preparacion para torceduras o
guebraduras. Asimismo, se recomienda bafiarse con el cocimiento de las ramas cuando hay
dolores de estobmago, para lavar heridas, contra caida del cabello (en Guanajuato) o también
para lavar el cabello y evitar su caida (Guanajuato). Ademas, se recomienda beber la infusion
de las hojas para el tratamiento de la hipertension, como antitusigeno y también cuando hay

pujo en los nifios (Argueta et al., 1994).

2.5 Estudios fltoquimicos y farmacol6gicos

El estudio farmacolégico preliminar, en el que se evalud el efecto antiinflamatorio de los
extractos de catorce plantas utilizando el modelo del edema plantar inducido con carragenina en
rata, demostré que el extracto cloroférmico de S. angustifolia inhibe la formacién del edema,
tanto en la fase temprana como en la fase tardia del proceso inflamatorio agudo (Meckes et al.,
2004). Posteriormente, el extracto de diclorometano (CH,Cl,) se evalu6 en diferentes modelos
de inflamacién crénica y se demostré6 que inhibe la respuesta inflamatoria en el modelo del
edema auricular inducido con dosis multiples de TPA aplicado por via topica. Asimismo, la
administracion intraperitoneal de dosis repetidas del extracto CH,Cl, produjo un importante
efecto antiinflamatorio en el modelo de poliartritis inducida en la rata con el adyuvante de Freud
(AFC), tanto en la fase aguda (1-12 dias) como en la fase crénica (después de 12 dias de
administrado el inmundgeno) (Garcia, 2006).

La actividad antiinflamatoria valorada por via transdermal a dosis de 100 y 250 mg del
extracto diclorometano por parche, permitié corroborar el uso popular atribuido a la planta como
un antiinflamatorio, asi se demostrd que el extracto no producia irritacion en la piel del conejo.

La dosis letal cincuenta (DLsg) en el raton fue de 285 mg/kg (Garcia, 2006).
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El fraccionamiento quimico biodirigido del extracto de CH,Cl, permitié la identificacion de
la escopoletina como el principio activo que, en interaccion con otros de los constituyentes en el
extracto como B-sitosterol, estigmasterol, a y B-amirinas y acido trans-cinamico (Figura 3),
serian los responsable del efecto biologico (Garcia, 2006; Garcia et al., 2012). Mas tarde se
identifico la presencia del loliolido (monoterpeno) en el extracto metandlico de las partes aéreas
de la planta (Osti-Castillo et al., 2010).

a) COOH
H3CO
m /
HO o o
Escopoletina | Acido trans-cindmico

Acido loliélido

B-amirina o-amirina

Figura 3. Metabolitos secundarios identificados en Sphaeralcea angustifolia, a) compuestos
fendlicos y b) terpenos (Osti-Castillo et al. 2010; Garcia-Rodriguez et al., 2012).

La actividad antiinflamatoria de los compuestos identificados en estas fracciones
(escopoletina y B-sitosterol) se evalu6 utilizando referencias comerciales. La potencia del efecto
del extracto CH,Cl, y de la escopoletina fueron muy cercanas (DEs=640 y 660 ug/oreja,
respectivamente) y el B-sitosterol fue significativamente menos activo (Dosis efectiva media,
DEs,=1,610 ug/oreja) (Garcia, 2006).
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Posteriormente, utilizando el modelo de inflamacién de poliartritis inducido con AFC y por
medio de ELISA se cuantificaron algunas citocinas pro y antiinflamatorias caracteristicas en un
proceso de inflamacién crénica. Los resultados en estos estudios demostraron que el extracto
inhibe los niveles séricos de la interleucina IL-13 en un 80%, IL-6 en 44% y en 59% se
inhibieron los niveles de TNF-a en liquido sinovial. A su vez, se observé un incremento de IL-10
sérica, lo que sugiere que el extracto CH,Cl, modula la respuesta a nivel de citocinas pro y
antiinflamatorias (Juarez et al., 2008). Los resultados se compararon con los obtenidos en la
evaluacion del efecto del extracto sobre la expresion de genes utilizando la técnica de
microarreglos, determinandose una regulacién negativa del proceso inflamatorio a través de la
supresion de NF-kB, IL-Ra, IL-12, IL-12R, CXCR4, IL-6, MNP-9, MMP-13 Hsp70 y moléculas de

adhesion (Juarez et al., 2008).

2.6 Estudios clinicos

Dentro de la vasta gama herbolaria S. angustifolia es una especie vegetal promisoria que
cuenta con la plataforma cientifica que sustenta el desarrollo de un fitomedicamento Gtil como
antiinflamatorio. La administracion topica de la formulacion en gel elaborado con 1% del
extracto estandarizado de S. angustifolia en el contenido de escopoletina, mostrd efectividad
terapéutica y tolerabilidad en pacientes administrados con osteoartritis de mano, con un efecto
similar al observado en los pacientes tratados con diclofenaco al 2%. Los resultados hacen
evidente que el producto evaluado fue capaz de reducir los sintomas de la enfermedad como el
dolor, inflamacién y rigidez de las articulaciones. El efecto fue consistente y gradual

promoviendo la capacidad del movimiento de las manos en los pacientes (Romero et al., 2013).

2.7 Estudios biotecnolégicos

Estos antecedentes validaron la aplicacion de procedimientos biotecnolégicos para la
micropropagacién y obtencién de cultivo de tejido desdiferenciado (callo) utilizando explantes de
hoja de la planta, en presencia de diferentes concentraciones de acido naftalénacético (ANA-
0.5, 1y 2 mg/L) en combinacién con 0.1 mg/L de cinetina (CN), asi como con concentraciones
variables de CN (1-5 mg/L) en combinacién con 0.1 mg/L de &cido indolacético (AlA) (Pérez,
2007).

Los cultivos callogénicos derivados con la auxina ANA en cualquiera de las
concentraciones utilizadas en combinacibn con CN, asi como los derivados con las
concentraciones mas altas de CN (4 y 5 mg/L) en combinacion con AlA, presentaron un
proceso de organogénesis indirecta a diferentes tiempos de cultivo. Cuando se eliminé la auxina
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del medio de cultivo en los tratamientos con concentraciones altas de CN, la respuesta
morfogénica disminuy6 (Pérez, 2007).

La respuesta morfogénica de los callos derivados con ANA se incrementé al extenderse
los subcultivos, a diferencia de los callos derivados con CN donde la morfogénesis disminuyo.
Después de cierto periodo de cultivo, fue posible observar la formacion de brotes adventicios. El
mayor porcentaje (69%) de brotes adventicios se obtuvo en los callos derivados con 0.5 mg/L
de ANA; en tanto que, en los cultivos morfogénicos obtenidos con la concentracion mas alta (2
mg/L) se desarrollé6 un mayor nimero de brotes por callo (Pérez, 2007).

Los cambios morfologicos externos observados en los cultivos de callo morfogénicos se
correlacionaron con los eventos generados en la estructura interna de los mismos. Asi, fue
posible observar células parenquimaticas en un plano desorganizado, las cuales se fueron
agregando hasta formar una estructura organizada con la subsecuente formacion de tejido
vascular de novo. Posteriormente, se visualizé la presencia de tejido meristeméatico que
correspondié con la formacién de primordios foliares y la generacion final de los brotes (Pérez,
2007).

Con base a las caracteristicas de coloracién (verde) y textura (friable), el cultivo de callo
desarrollado con 1 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de CN (linea C-1), se utiliz6 para establecer la
suspension celular empleando un sistema de cultivo tipo lote. Posteriormente, se desarrollaron
diferentes cinéticas de crecimiento utilizando tres diferentes concentraciones de nitrato en el
medio de cultivo: MS completo con 27.4 mM y la reduccién a 2.74 y 0.274 mM. El cultivo en el
medio MS completo conservo las caracteristicas iniciales de la suspension celular (células libres
y pigmentacion verde), en tanto que en los cultivos desarrollados en el medio MS con el
contenido de nitrato reducido, se formaron aglomerados celulares y se tornaron de color café.
Los cultivos mostraron un patrébn de crecimiento sigmoideo, velocidades de crecimiento y
tiempos de duplicacién similares; sin embargo, el indice de crecimiento y la biomasa maxima
desarrollada disminuyeron conforme se redujo la concentracion de nitrato en el medio (Pérez,
2007).

Las suspensiones celulares desarrolladas en el medio MS con 27.4, 2.74 y 0.274 mM de
nitratos produjeron escopoletina, compuesto responsable de la actividad antiinflamatoria
validada en S. angustifolia. La mayor produccién de escopoletina se determiné en la suspension
celular desarrollada en medio MS con 2.74 mM de nitrato, con el maximo contenidos en
biomasa de 86.84 ug/L a los 16 dias del cultivo y una liberacién al medio de cultivo de 1.55

mg/L desde el segundo dia de cultivo (Pérez, 2009).
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3. Metabolismo secundario en plantas

Las plantas no poseen un sistema inmunolégico como tal, no obstante presentan un mecanismo
de defensa complejo, variado y dinamico, resultado de un largo proceso evolutivo. Las plantas
resisten a las condiciones de estrés mediante diferentes estrategias de defensa, que pueden
ser constitutivas (histolégicas o quimicas) o inducidas por factores externos. Las defensas
constitutivas incluyen barreras fisicas, procesos de lignificacion, suberizacion y formacion de
calosas; asi como también, la presencia de espinas, tricomas, espigas y pelos glandulares.
Estas barreras pueden estar presentes en determinadas etapas o en todo el ciclo biolégico de la

planta o bien formarse como mecanismo protector (Montes-Belmont, 2009).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no tienen una
funcion directa en los procesos fundamentales para mantener la vida de un organismo, pero
funcionan como intermediarios metabdlicos en la interaccion de la planta con su ambiente para
Su sobrevivencia. Se sintetizan en pequefias cantidades y en algunos casos se consideran
como un producto de diferenciacion en grupos taxonomicos (Brunneton, 1999, Dewick 2002;
Sepulveda et al., 2003).

La defensa mediante compuestos quimicos tiene dos vertientes: aquellos compuestos
gue estan estructuralmente presentes en todas las etapas del desarrollo de las plantas, en
alguna fase de su ciclo biol6gico o bien que son producidos después de la exposiciéon a un
estimulo a partir de compuestos ya existentes son los denominados metabolitos secundarios
constitutivos. Estos compuestos se pueden encontrar siempre en concentraciones bajas
normalmente e incrementarse en respuesta al estimulo, o bien pueden encontrarse en las
plantas en una forma inactiva y ser transformados en productos activos por medio de
reacciones bioquimicas cortas y simples como la hidrélisis enzimatica (Sepulveda-Jiménez et
al., 2003; Montes-Belmont, 2009).

La defensa inducida es un sistema complejo que parte desde una sefial quimica o
estimuladora que desencadena la produccién de enzimas del metabolismo secundario. Est4
constituida por un grupo de compuestos sintetizados Unicamente en respuesta al ataque de un
patégeno, o una situacién de estrés, cuya presencia esta restringida al tejido dafiado y a las
células adyacentes son las llamadas fitoalexinas. Estos compuestos son sintetizados a partir de
un redireccionamiento de precursores del metabolismo primario, en funcién de la expresién de
novo de genes correspondientes a enzimas que participan en las rutas biosintéticas, como la L-
fenilalanina-amonialiasa (PAL), 4-coumarato: Coenzima A ligasa (4CL) y chalcona sintasa
(CHS) que controlan pasos importantes en las rutas de sintesis. Comunmente cada una de
estas enzimas es codificada por una familia de genes, en las que se ha demostrado que la
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estimulacion o la infeccién de células, induce a la vez la expresiéon de varios genes de la misma
enzima. Se ha sefalado la existencia de tres genes PAL en frijol, detectdndose hasta 11
isoformas de la enzima, lo que sugiere modificacién post-traduccional, permitiendo diversas
actividades cataliticas dependiendo de las situaciones ambientales de la planta. Dentro de este
grupo de compuestos se encuentran la escopoletina, umbeliferona, faseolina, faseolidina,
faseolinisoflavona y kievitona. Frecuentemente mas de una fitoalexina es sintetizada durante
una interaccién con el patégeno, en tales casos las fitoalexinas son cominmente relacionadas
biosintéticamente (Ryder et al., 1987; Smith, 1996: Alami et al., 1998; Sepulveda-Jiménez et
al., 2003).

De acuerdo a Grayer y Harborne (1994) los metabolitos constitutivos estan conformados
por todas las principales clases de compuestos secundarios: terpenoides, iridoides,
sesquiterpenos, saponinas, compuestos azufrados o nitrogenados (alcaloides, aminas, amidas),
alifaticos (especialmente alcanos de cadena larga y acidos grasos) y aromaticos (fenoles,
flavonoides, estilbenaos, bibenziles, xantonas y benzoquinonas). Dentro de las fitoalexinas se
encuentran lactonas sesquiterpénicas, pterocarpanos, cumarinas, indoles, derivados del acido
antranilico, estilbenos, flavanonas, diterpenos, antocianidinas, cromonas, isoflavonas,
isoflavonoides, alcaloides, fenoles, antroquinonas, fenilpropanoides y sesquiterpenos. Hasta
ahora no existe una division estricta desde el punto de vista quimico entre los metabolitos
constitutivos y las fitoalexinas (Montes-Belmont, 2009).

Los metabolitos secundarios son importantes para la propagacién, supervivencia y el
éxito evolutivo de las plantas, funcionan como mecanismos de defensa contra herbivoros,
patégenos o competidores (alelopatia). Algunos funcionan como protectores contra la radiacion
ultravioleta, ayudan a la dispersion de semillas y polen y otros desempefian funciones
importantes en el crecimiento y en el desarrollo de las plantas asi como por la floracion y la
formacioén de frutos (Brunneton, 1999)

Asimismo, la disponibilidad de nutrientes, deshidratacion, depredacion, competencia,
agentes quimicos (herbicidas) y los cambios de temperatura son algunos estimuladores del

metabolismo secundario (Charlwood y Rhodes, 1990).

3.1 Compuestos fendlicos

Los fenoles tienen diferentes funciones en las plantas, algunos sirven de defensa (herbivoros y
patdgenos) o soporte mecdanico (atraer polinizadores y dispersores de frutas). También existen
compuestos que al ser secretados por las plantas inhiben el crecimiento de plantas

consideradas como competidoras (alelopatia), para facilitar el acceso a la luz, al agua y
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aprovechar mejor los nutrientes. Otros, como los taninos, pueden actuar como repelentes o
provocar dafios téxicos a sus depredadores permitiendo que no se lleve a cabo de forma
adecuada la digestion en el depredador (Taiz y Zeiger, 1991).

Los compuestos fendlicos son un grupo heterogéneo de sustancias, donde el elemento
estructural caracteristico es la presencia de un anillo aromatico sustituido por uno o varios

grupos hidroxilo, ya sea libre o ligado (éter, éster o glucésido).

Los fenoles surgen de dos vias de aromatizacion:

e Via del acido shikimico: es la mas comun, a través de esta ruta un monosacarido se
convierte en un aminoacido aromatico (fenilalanina y tirosina). Por desaminacion del
aminoacido éste se convierte en acido trans-cinAmico y después en numerosos
derivados incluyendo fenilpropanos, cumarinas, ligninas y lignanos (Brunneton, 1999;
Dewick, 2002).

e Via del acetato-malonato o del 4cido malénico: esta via inicia con el grupo acetato
produciendo un poli-B-cetoéster de longitud variable, los cuales por ciclacion forman a
menudo policiclicos que incluyen isocumarinas, flavonoides, isoflavonoides,

flavonolignanos, estilbenos (Brunneton, 1999; Dewick, 2002).

La diversidad estructural de los compuestos fendlicos se debe a la combinacion de
ambas vias de biosintésis. Se pueden clasificar como fenoles simples (fenilpropanoides,
cumarinas y derivados del acido benzoico) y complejos (flavonoides, ligninas y lignanos)
(Brunneton, 1999; Dewick, 2002).

3.2 Cumarinas

Las cumarinas se originan a través de la ruta del acido shikimico, en la cual el monosacarido
eritrosa 4-fosfato y el fosfoenolpiruvato se convierten, a través de una cadena de reacciones
enzimaticas, en un aminoacido aromatico (fenilalanina y tirosina); posteriormente, el aminoéacido
fenilalanina es transformado a &cido trans-cinamico por la fenilalanina amonioliasa (PAL), la
cual es una enzima importante y fundamental para la vida de las plantas, ya que es reguladora
del metabolismo secundario. Esta enzima esta bajo el control de varios factores externos e
internos como nivel de nutrientes, luz, hormonas e infecciones. Posteriormente, el acido trans-
cindminico con la incorporacién de oxigeno y por la enzima cinamato-4-hidroxilasa (C4H) forma
el &cido p-cumarico, que también es generado del aminoécido tirosina por la enzima tirosina
amonioliasa. Enseguida, el acido p-cumarico es transformado por la enzima cumarato-3-

hidroxilasa (C3H) en acido caféico o bien, puede convertirse en acido ferulico por la enzima
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acido cafeico 3-O-metiltransferasa (COMT); a partir de ambos compuestos se originan diversas

cumarinas (Lyon, 2005).

Las cumarinas disponen de una gran cantidad de sustituyentes de distinta naturaleza
guimica, lo que da lugar a distintos tipos de cumarinas: sencillas y complejas. Las cumarinas, a
excepcién de la cumarina propiamente dicha, presentan en la posicion 7 un grupo hidroxilo,
como sucede en la umbeliferona, o un grupo metilo o0 azlcares. Las cumarinas sencillas pueden

poseer hidroxilos adicionales también libres o combinados (Figura 4).

Cumarina R4-Rg=H Rs Ra
Umbeliferona R;=0OH, R, Rs Rg, Rg=H Rs

Escopoletina  Rg=OCHj3;, R,=OH, R4, Rs, Rg=H \
Esculina Re=0-Glu, R,=OH, R, Rs, Rg=H

Esculetina Re=OH, R;=OH, R, Rs, Rg=H Re o) o
Fraxidina Re=OCHj3, R;=0OCHj3, Rg=OH, R4, Rs=H Re

Figura 4. Estructuras quimicas base de cumarinas.

Es frecuente, que sobre el anillo cumarinico basico (Figura 5), generalmente hidroxilado
en C-7, se sitlen sobre los carbonos 6 u 8 radicales isoprenilicos de 5, 10 o raramente de 15
atomos de carbono, que por su alta reactividad pueden originar anillos adicionales de tipo
furanico o piranico. A este grupo de cumarinas isopreniladas se les conoce en conjunto como
cumarinas complejas debido a la gran variabilidad quimica de sus estructuras (Brunneton, 1999;
Dewick, 2002).

Las cumarinas son un grupo de compuestos con multiples actividades biolégicas
incluyendo antivirales, antimicrobiales, antitrombéticos y antiinflamatorios. Un gran nimero de
cumarinas han sido evaluadas por su actividad antiinflamatorias (cumarina, umbeliferona,
herniarina, esculetina, esculina, escopoletina, escopolina, fraxetina, fraxidina, cumarleucasina,
dafnetina, escoparona y capensina), actuando como inhibidores de las enzimas COX y LOX
(www.ars-grin.gov/duke/plants.html; Calixto et al., 2003; Fylaktakidou et al. 2004; Mogana et al.,
2013).

Ademas, la escopoletina es un compuesto que, en virtud de su capacidad potencial para
inhibir la actividad de la LOX, es capaz de mejorar los sintomas clinicos de la artritis de rata

inducida por adyuvante de Freund, mediante la reduccion de nuevos vasos sanguineos en la
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membrana sinovial y la produccién de importantes inductores angiogénicos enddégeno (Pan et
al., 2010).

4. Cultivo in vitro de tejidos vegetales

Las especies vegetales durante mucho tiempo han sido utilizadas como fuente para la
obtencién de metabolitos secundarios con valor comercial. Usualmente, la funcion de estos
compuestos es intervenir en la interaccion de la planta con su ambiente encontrdndose en muy
bajas concentraciones (1% del peso seco), propiciando el uso de grandes cantidades de
material vegetal silvestre para la obtencion de cantidades significativas del metabolito de interés
(Orozco et al., 2002).

En vista del deterioro de los recursos naturales y la necesidad de contar con alternativas
técnicas para su desarrollo y conservacion, organismos como la OMS (Organizacién Mundial de
la Salud), UICN (Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) y la WWF por sus
siglas en Inglés (Fondo Mundial para la Naturaleza), consideran relevante la necesidad de
cultivar las plantas en lugar de recolectarlas del medio silvestre de manera indiscriminada. La
continua y creciente demanda de moléculas terapéuticas, ha producido reducciones dramaticas
en la diversidad natural y generando esfuerzos para desarrollar rutas alternativas para la
produccién sustentable de fitofarmacos (Palma, 1996; Wilson y Roberts 2012; Georgiev et al.,
2014).

Una alternativa es la biotecnologia vegetal, esta comprende un grupo de técnicas
desarrolladas a través de la investigacion de procesos biol6gicos para solucionar problemas o
generar productos Utiles. Dentro de estas técnicas se incluyen el cultivo de tejidos vegetales,
generacién y uso de biorreactores, uso de marcadores moleculares, transformacién genética,
ingenieria metabdlica y recientemente la gendémica, prote6mica y metabolomica (Wilson y
Roberts 2012).

El cultivo de tejidos se refiere al cultivo de células, tejidos u 6rganos de plantas en forma
aséptica en un medio que aporta los nutrientes necesarios para su desarrollo en condiciones
controladas de temperatura, humedad y luz, con el objetivo de obtener un rapido desarrollo.
Estas técnicas toman como base el principio de la totipotencialidad: "toda célula viviente de un
organismo multicelular es capaz de desarrollarse hasta formar una planta igual de la que
proviene si se le dan las condiciones externas apropiadas”. La aplicacion de la biotecnologia en
el mejoramiento de especies vegetales ha demaostrado tener un gran potencial bajo el concepto
de desarrollo sustentable, ya que permite la multiplicacion masiva de genotipos seleccionados,

plantas libres de plagas y enfermedades obtenidas por micropropagacion, la produccién de
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genotipos resistentes a plagas (actividad que reduciria el uso de agroquimicos), la conservacion
del germoplasma y la produccion de combinaciones genéticas a través de la ingenieria genética
(Chattopahyay et al., 2002).

4.1 Cultivo de células en suspension

El cultivo de células vegetales se ha convertido en una de las mejores alternativas para el
aprovechamiento en la produccion de metabolitos secundarios derivados de plantas, debido a
gue en algunas ocasiones la sintesis quimica de dichos compuestos resulta ser un
procedimiento que aporta desventajas econdmicas. Ademas, el cultivo de células de plantas es
econdémicamente factible para la produccion de algunos metabolitos de alto valor econémico o
principalmente de plantas en peligro de extincion; ademés, empleando estos sistemas se han
descubierto nuevas estructuras (Rout et al., 2000; Stafford, 2002; Marja et al., 2004; Georgiev et
al., 2009).

Este tipo de cultivo inicia con la seleccion de una planta madre con altos contenidos de
los productos activos para la induccion de callos, y consecutivamente se evallan los
pardmetros de crecimiento, caracteristicas fisicas y concentraciones de los metabolitos
secundarios. Posteriormente se realiza el establecimiento y la obtencién de lineas celulares de
cultivos de células en suspension, capaces de producir compuestos secundarios con un alto
rendimiento. La acumulacién de los metabolitos secundarios en el cultivo de células dependera
de varios factores, como la composicion del medio de cultivo, incluyendo el tipo y la
concentracion de los reguladores de crecimiento, sales minerales y fuente de carbono utilizada;
asi como de las condiciones del medio ambiente, incluyendo temperatura, luz, y composicién
del gas durante el cultivo (Dornenburg y Knorr, 1995; Rout et al., 2000; Bourgaud et al., 2001;
Stafford, 2002; Chattopadhyay et al., 2002).

4.2 Estrategias de estimulacion para la produccién de metabolitos secundarios

Los elementos quimicos esenciales son una serie de elementos utlizados para
completar su ciclo vital o para la subsistencia de la planta. Para que un elemento sea
considerado esencial debe cumplir las siguientes condiciones: la ingesta insuficiente del
elemento provoca deficiencias funcionales revesibles, sin el elemento, la planta no crece ni

completa su ciclo vital, el elemento influye directamente en la planta y esta involucrado en sus
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procesos metabdlicos, y el efecto de dicho elemento no puede ser reemplazado por ningln otro
elemento (George et al., 2008).

La alteracion en el balance nutricional en las plantas hace que atraviesen por un estrés
nutricional; su respuesta a este puede ser morfolégica (la disponibilidad de agua y nutrientes en
el suelo provocan la modificacion de la raiz), bioquimica (ademas de alterar su crecimiento y
desarrollo, la planta también necesita ajustar sus procesos metabolicos, principalmente aquellos
en los que participe el nutriente deficiente o en exceso), genética y/o molecular (George et al.,
2008).

Basandose en este criterio, se han determinado 16 elementos esenciales: carbono (C),
hidrégeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg),
azufre (S), hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), boro (B), molibdeno (Mo), cloro
(Cl) y sodio (Na). Los elementos minerales se clasifican como macronutrientes, y son aquellos
gue se encuentran en rangos de concentraciones de 1 a 150 g/Kg de materia seca, y estos son
N, P, K, Ca, Mg y S; en cambio, los micronutrientes son aquellos que son contenidos en un
rango de 0.1 a 100 mg/Kg de materia seca. Estos son Fe, Zn, Mn, Cu, B, Mo, Cl y Na (George
et al., 2008).

Diferentes estrategias biotecnolégicas han sido aplicadas para mejorar la produccion de
metabolitos secundarios alterando el balance nutricional, lo cual genera un estado de estrés en

las células.

4.2.1 Estrés bidtico y abidtico

Generalmente la acumulacién de los metabolitos secundarios en plantas superiores se
genera en tejidos o células que se encuentran en un estadio especifico; es decir, es un proceso
gue estad estrechamente relacionado con el crecimiento y la diferenciacién celular. Por el
contrario, en los cultivos celulares, la maxima acumulacion de los metabolitos se obtiene por lo
regular durante la fase estacionaria (inducibles); sin embargo, se ha observado que en cultivos
de células en suspension, algunos metabolitos secundarios como las betalainas y los
carotenoides estan asociados al crecimiento (constitutivo) (Bourgaud et al., 2001; Mithofer et al.,
2004).

Actualmente la técnica de cultivos in vitro ha permitido a través del cultivo de células en
suspensiéon, manipular la produccién de algunos compuestos activos a través de la estimulacién
biética y abibtica, siendo estas unas de las mas exitosas. Esta técnica consiste en provocar un

estrés en los cultivos con el propoésito de inducir la produccion de metabolitos secundarios que
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no se sintetizan normalmente, o bien, que se producen en bajas concentraciones (Rao y
Ravishankar, 2002; Garcia y Pérez, 2003; Namdeo, 2007).

Los estimuladores bidtico son sustancias de origen biol6gico como los fragmentos de
microorganismos (bacterias, hongos, nematodos y virus) que pueden o no ser patdgenos;
fragmentos de paredes celulares, esporas, pectina, celulosa, acido salicilico, metiljasmonato,
glicoproteina, poliaminas, polisacaridos, acidos grasos, proteinas intracelulares, proteinas G y la
enzima celulasa. Para varias especies de plantas, la estimulacion con preparaciones
autoclaveadas de bacterias y hongos suele ser el método mas eficiente para incrementar la
produccion de algunas fitoalexinas como es el caso de las cumarinas (Rao y Ravishankar,
2002; Namdeo, 2007).

Los estimuladores abidticos, de origen no biolégico, como la luz UV, iones de metales
pesados, cambios de pH, detergentes (xenobioquimicos), fungicidas (butilamina y benomil),
herbicidas (acifluorofeno), glutation, salinidad, sequia, quimicos con alta afinidad al DNA,
congelamiento y calentamiento, etc., producen estrés fisico o quimico alterando en diversas
formas a la célula (Charlwood y Rhodes, 1990; Azcon y Talon, 2000; Bourgaud et al., 2001, Rao
y Ravishankar, 2002; Garcia y Pérez, 2003; Namdeo, 2007).

Entre las diversas hipétesis que existen actualmente sobre el mecanismo de accién de
los estimuladores, se menciona la inhibicion de enzimas proteoliticas como respuesta a la
activacion del flujo de calcio e incremento en la permeabilidad de la membrana celular. Asi
como por el incremento en la produccién de etileno, éxido nitrico (NO) y acido jasmaonico,
aumento de la respiracién, inhibiciébn o activacion de vias intracelulares, cambios osmaticos,
cambios rapidos en la fosforilacion de proteinas, activacion de proteinas cinasas y acidificacion
del citoplasma causado por la inactivacion de la ATPasa. Ademas de la lignificacion de la pared
celular (aumento en la produccién de fenoles precursores de lignina), aumento en la produccion
de glicoproteinas estructurales de la pared celular, producciéon de especies reactivas de
oxigeno, la activacion de la via de las pentosas fosfato para la activacion de la ruta biosintética
del acido shiquimico (precursor de flavonoides y derivados fendlicos) y muerte celular (Azcon y
Talon, 2000).

Los estimuladores varian de acuerdo al origen (natural o sintético) y naturaleza (exdgena
0 enddégena) de los mismos. Algunos de los parametros importantes que intervienen en el
proceso de estimulacién son el ambiente fisicoquimico, estado y ciclo del crecimiento celular, la
edad del cultivo, la linea celular, la composicion del medio de cultivo y la presencia de

hormonas. Sin embargo, la especificidad y concentracion del estimulador, asi como la duracién
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de su exposicion, son los parametros mas importantes para la produccion de un determinado
compuesto. Dosis elevadas del estimulador pueden producir una repuesta de hipersensibilidad
(local o sistémica) o muerte celular, por lo que se requiere establecer los niveles éptimos para la

induccién de los metabolitos secundarios (Sepulveda et al. 2003, Namdeo, 2007).

4.3 Importancia del nitrégeno en las plantas
El nitrégeno es un elemento esencial primario para la nutricibn de las plantas encargado de
regular y formar parte de los aminoacidos, enzimas, proteinas, acidos nucleicos, nucleétidos,
hormonas, vitaminas, clorofila y metabolitos secundarios como los alcaloides (George et al.,
2008).
Las formas i6nicas en las que unaraiz puede absorber el nitrdgeno son como

nitrato (NO3) o amonio (NH,"). La asimilacion del nitrégeno requiere una serie compleja de
reacciones bioquimicas con un alto costo energético. El NOS_ es convertido en nitrito (NOz_) en la
reaccion catalizada por la nitrato reductasa, y este posteriormente es transformado en amonio
(NH4+) por accion de la enzima nitrito reductasa. Las células vegetales evitan la toxicidad del

amonio incorporandolo rapidamente en los esqueletos carbonados para formar aminoéacidos. El
paso primario de esta incorporacion involucra las acciones secuenciales de la glutamina
sintetasa (GS) que combina el amonio con glutamato para formar glutamina. Otra enzima que
participa en la asimilacién del amonio es la glutamato deshidrogenasa (GDH), la cual cataliza
una reaccion reversible, sintetiza o desamina el glutamato. Especialmente, las leguminosas

presentan una forma simbidtica con bacterias que transforman el nitrégeno atmosférico (N2) en

amonio con la subsecuente asimilacion del amonio en los aminoacidos por la planta, proceso
denominado fijacién bioldgica del nitrégeno. Una vez asimilado el nitrégeno en glutamina y
glutamato, es incorporado en otros aminoacidos por reacciones de transaminacion catalizada

por las transferasas (Figura 6) (George et al., 2008).

4.3.1 Relacién entre la fotosintesis y el metabolismo del nitrégeno

Como resultado de la actividad fotosintética la planta produce carbohidratos, que pueden
acumularse y constituir acidos organicos, azlcares, celulosa, etc. A su vez, parte de estos
carbohidratos se combinan con el N absorbido y forman aminoacidos y proteinas. Por lo tanto,
siempre existe dentro de la planta una competencia interna por el destino de estos
carbohidratos producidos (Fritz et al., 2006).
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Se ha reportado que cuando el suministro de carbono cambia, muchas de las moléculas
centrales del metabolismo del carbono y del nitrégeno cambian paralelamente. Esta relaciéon no
s6lo esta dada por el requerimiento de esqueletos carbonados sintetizados en la fotosintesis
para la incorporacion del amonio, sino también debido a la dependencia del ATP y del NADPH
producido durante la fotosintesis (Gunter y Ovodov, 2005).

La regulacién de la actividad y sintesis de las enzimas del metabolismo del carbono y del
nitrégeno evidencian la relacién entre ambos procesos. La luz afecta la fotosintesis, pero
también controla la expresion de las enzimas nitrato y nitrito reductasas; asi como a la sacarosa
fosfato sintasa (SPS), enzima responsable de la sintesis de sacarosa. La acumulacion de los
productos finales de la fotosintesis aumenta la actividad de la nitrato reductasa, en tanto que la
SPS responde a la disponibilidad de nitrato. En consecuencia, existe un equilibrio de reduccién
del nitrato y la disponibilidad de carbohidratos en las células vegetales (Huber et al., 1992; Liy
Oaks, 1993; Kaiser y Huber, 1994).

4.3.2 Efecto del nitrato en el desarrollo de las plantas

El contenido de nitrégeno conduce a cambios coordinados en diferentes niveles del
metabolismo, desarrollo y fisiologia de la planta. Si la disponibilidad de N excede la capacidad
de la planta de producir carbohidratos se produce un desbalance interno, ya que se tiene que
destinar una gran proporcion de los carbohidratos en formar compuestos nitrogenados
favoreciendo con ello el crecimiento celular y el desarrollo vegetativo. Por otro lado, un
suministro deficiente de N, generalmente reduce el crecimiento del vegetal y los compuestos
carbonados generados en la fotosintesis se utilizan para sintesis de polimeros de compuestos

carbonados como la lignina (Fritz et al., 2006; Mora-lzquierdo et al., 2011).

4.3.3 Efecto del nitrato en la produccion de metabolitos secundarios

Diferentes estudios indican que en las plantas cultivadas en condiciones de restriccidon de
nitratos, afecta el crecimiento de la planta, pero ademas estimula la produccién de metabolitos
secundarios ricos en carbono. Basado en la hipétesis del balance de nutrientes de carbono y de
nitrdgeno y por el contrario, hacia la produccion de metabolitos enriquecidos en nitrégeno
cuando se limita la funte de carbono. Se ha reportado que en plantas y suspensiones celulares
cultivadas con niveles bajos de nitratos se estimula la acumulacién de fenilpropanoides y
flavonoides (Fritz et al., 2006, Kovécik et al., 2006, Zhou y Zhong, 2009, Mora et al., 2011,
Nicasio-Torres et al., 2012).
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El paso inicial en el metabolismo de los fenilpropanoides esta mediado por la enzima

fenilalanina amonioliasa (PAL). En condiciones reducidas de nitrégeno se habilita la actividad de

PAL, liberando iones amonio a partir del aminoéacido fenilalanina, y el &cido trans-cindmico

generado contribuye a incrementar el contenido de diferentes compuestos fendlicos como

flavonoides, antocianinas y cumarinas. El amonio liberado por la desaminacién de la fenilalanina

y tirosina (Figura 5) es reciclado por las células para la formacion de otros aminoacidos

esenciales Utiles en la produccion de enzimas y proteinas necesarias para el crecimiento

(Kovacik et al., 2006; Zhou y Zhong, 2009; Mora et al., 2011).

Glucosa
Glucosa-6-fosfato

Fructuosa- 8- fosfato

Fructuosa-1,6-hifosfato

Terpenaos
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Succinato * g-cetoglutarato
Tirosina Fenilalanina GDH
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Figura 5. Ruta biosintética activada por la reduccién del contenido de nitratos para la formacién de
compuestos fendlicos. PAL, fenilalanina amonioliasa; TAL, tirosina amonioliasa; C4H, cinamato-4-
hidroxilasa; GS, glutamina sintetasa; GHD, glutamato deshidrogenasa; GOGAT, glutamato sintetasas.
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Se ha reportado que la restriccién de nitratos en plantas de N. tabacum induce fuertemente la
expresion de un grupo de genes involucrados en la biosintesis de los fenilpropanoides, tales
como la fenilalanina amonioliasa (PAL1) [fenilalanina — &cido trans-cinamico], la cinamato 4
hidroxilasa (C4H) [acido trans-cinamico — acido p-cumarico], la hidroxicinamato CoA ligasa
(4CL) [acido p-cumérico — p-cumaril CoA] y la hidroxicinamoil CoA quinatotransferasa (HQT)

[&cido caféico — &cido clorogénico] (Fritz et al., 2006, Kovéacik et al., 2006).

4.4 Funcion del cobre en las plantas

El cobre es un micronutriente (metal) esencialmente fisioldgico, que participa en los procesos de
crecimiento, senescencia y fotosintesis en la planta. El nivel critico de cobre en las plantas esta
generalmente en un rango entre 1-5 ug/g de peso planta seca, dependiendo de la especie,
organo, etapa de desarrollo y suministro de nitrégeno. Para la mayoria de las especies el nivel
critico de toxicidad por cobre en las hojas por estd encima de los 20-30 ug/g de peso seco.
Existen, sin embargo, marcadas diferencias en la tolerancia al cobre entre las especies
vegetales; estas diferencias estan directamente relacionadas con el contenido de cobre en el
tallo. En las especies metaléfitas, su contenido en las hojas puede ser aproximadamente de
1,000 ug/g de peso seco. El cobre es incorporado a las células en forma divalente (Cu®) a
través de las raices, sitio de acumulacién preferencial de cobre cuando hay altas

concentraciones en el exterior (Maksymiec, 1997).

4.4.1 El cobre en los procesos de crecimiento y senescencia
El exceso de cobre en las plantas causa varios efectos dependiendo del tiempo de exposicion y
etapa de crecimiento. De manera indirecta, en concentraciones altas el cobre presenta varios
efectos fitotdxicos, inicialmente reduce el crecimiento radicular, seguida del crecimiento del tallo
y finalmente la senescencia (Maksymiec, 1997).

Ciertos cambios en la morfologia radicular como la inhibicién de la elongacion y la
formacién de raices laterales, pueden estar relacionados con la disminucion en la actividad de
la enzima acido indol-3-acético oxidasa (IAA) en raices expuestas a altas concentraciones de
cobre. El cobre induce la sintesis de etileno y este a su vez incrementa los procesos de
senescencia, debido a que el cobre estimula la actividad de la enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato sintasa (ACC) y oxidasa, enzimas clave en la sintesis del etileno (Maksymiec, 2007).

En plantas deficientes de cobre se modifica la conformacion de la pared y membranas

celulares, cromosomas, cromatina, acidos nucleidos y proteinas, a través de la generacién de
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especies reactivas de oxigeno (EROS), como el ion hidroxilo, el ion superdxido y el peroxido de
hidrégeno (Maksymiec, 1997; Maksymiec, 2007; Szafranska et al., 2011).

El nitrogeno tiene efectos especificos en la disponibilidad y movilidad del cobre,
incluyendo su incorporacién en aminoacidos y proteinas integrados en tejidos maduros, asi
como una disminucion en la tasa de translocacién de cobre desde las hojas mas viejas a areas
de nuevo crecimiento. Ademas, se ha demostrado que la aplicacion de nitrégeno acentla la
deficiencia de cobre, retrasa la senescencia y la translocacién del cobre, siendo necesaria la

aplicacion de fertilizantes de cobre para el maximo rendimiento (Maksymiec, 1997).

4.4.2 El cobre en la fotosintesis, la cadena respiratoria y el estrés oxidativo

Especialmente, el cobre es un componente estructural e indispensable para el
funcionamiento de diversas enzimas. Muestra una alta afinidad por los péptidos, especialmente
por los grupos sulfhidrilo en las proteinas ricas en cisteinas, asi como por grupos carboxilo y
fenoles (Maksymiec, 1997).

La mayor cantidad de cobre se acumula en el cloroplasto enlazado a la plastocianina, la
cual contiene un atomo de cobre por molécula. La plastocianina es una proteina no enzimatica
gue funciona como donador primario de electrones en el fotosistema | de la cadena de
transporte de electrones de la fotosintesis (Maksymiec, 1997).

En concentraciones altas de cobre, la peroxidacién lipidica conlleva a la destruccion de
las membranas y a modificaciones estructurales de los cloroplastos, su destruccién y
disminucion del contenido de clorofila (clorosis). En estas condiciones, la lamela intergrana y
grana se desintegran generando dafio oxidativo y probablemente una inadecuada
destoxificacién del ion superoxido (O,”, afectando el transporte de electrones en los cloroplastos
y en las mitocondrias, asi como la inhibicion de diversas actividades enziméticas (Maksymiec,
2007).

La superoxido dismutasa (SOD) es una enzima responsable de la destoxificacion de los
radicales superéxido (Oy). El sitio activo de la enzima SOD zinc-cobre (SOD-CuZn) contiene un
atomo de cobre y uno de zinc estrechamente conectados mediante un nitrdgeno de los
aminoacidos histidina, triptéfano y tirosina. El atomo de cobre en la CuzZn-SOD esta
directamente involucrado en el mecanismo de destoxificacion del O, generado durante la
fotosintesis (Maksymiec, 2007).

La SOD-CuZn esta localizada en el citoplasma, la mitocondria y los glioxisomas, en tanto
gue en los cloroplastos se encuentra junto con la FeSOD. En los glioxisomas la CuZn-SOD esta

involucrada en el control de la peroxidacién de los lipidos de membrana y, de este modo, en la
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senescencia. Bajo deficiencia de cobre, se inhibe drasticamente la actividad de la SOD-CuZn
foliar (SOD-CuZn cloroplastica y citosodlica), incrementando la actividad de la enzima
dependiente de manganeso (SOD-Mn), posiblemente para equilibrar la deficiencia de la SOD-
Cuzn (Maksymiec, 2007).

En cloroplastos deficientes de cobre también disminuyen la actividad de la plastocianina
y la actividad del fotosistema |, al mismo tiempo se ve afectada la actividad del fotosistema Il, en
el cual, el cobre es necesario para la sintesis de uno de sus componentes, la plastoquinona
(Maksymiec, 1997; Szafranska et al., 2011).

La deficiencia de cobre afecta considerablemente el contenido de carbohidratos solubles
debido a la disminucién de la actividad del fotosistema | (PS I) y la baja tasa de la fotosintesis.
Sin embargo, en condiciones severas por deficiencia de cobre, la caida en la fijacion neta de
CO, a cerca del 50% expresada en términos de unidad de clorofila o del area foliar, no puede
ser atribuida solamente a la menor actividad del fotosistema |, sino también, a la del fotosistema
Il (PS Il), debido a la baja sintesis de carotenoides y quinonas, a la desintegracion de las
membranas tilacoidales y alteraciones en los polipéptidos del PS II. Otra proteina dependiente
de cobre es la oxidasa alternativa en los glioxisomas involucrada en esta instauracién
(Maksymiec, 1997).

La citocromo oxidasa, enzima que participa en la cadena de transporte de electrones en
la mitocondria, est4 conformada por dos atomos de cobre y dos de hierro en la configuracion
hemo. Las tasas de respiracién mitocondrial no se afecta o disminuye moderadamente por la
deficiencia de cobre. La ascorbato oxidasa cataliza la oxidacion del &cido ascérbico a &cido
dehidroascorbico. Esta enzima esta presente en las paredes celulares y en el citoplasma, y
puede actuar como una oxidasa terminal respiratoria. La actividad de la ascorbato oxidasa
disminuye en plantas deficientes de cobre y es una indicadora sensible del estado nutricional

del cobre en la planta (Maksymiec, 2007).

4.4.3 Estrés por cobre y produccion de compuestos fendlicos

De manera indirecta el exceso del metal cobre provoca un estrés oxidativo. Se ha sugerido que
el primer efecto de los metales es incrementar la actividad de la NADPH oxidasa generando un
incremento en el contenido de Especies Reactivas de Oxigeno (EROS), como el ion superéxido
Oy, peroxido de hidrégeno (H,0,) y el ion hidréxilo ‘OH, asi como de las especies reactivas de
nitrogeno (ERN). Normalmente, en las células los metales pueden reaccionar con H,O, y O,,
generando a su vez, un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes e induciendo

procesos que generan ‘OH a través de las reacciones de FENTON y Haber-Weiss (Figura 6),
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desencadenando la activaciéon de vias de sefalizacién para la expresiéon de genes de las

enzimas antioxidantes y sintesis de metabolitos secundarios (Mithofer et al., 2004).

Reaccién de FENTON
H 02+ Fe**/Cu*—> OH+ OH + Fe** /Cu™
0, + Fe¥* jcu®t ~> Fe?'ICu* + O,
Reaccion de Haber-Weiss
H, O, + O —5 OH+ OH+ O,

Figura 6. Reacciones quimicas que participan en la produccién del radical hidroxilo.

El principal dafio causado por el exceso de EROS es la peroxidacion lipidica de la
membrana celular (Figura 7). Muchos de los mecanismos relacionados con la percepcién y
expansion de la respuesta celular entre los 6rganos de la célula, se deben a la activacion
particular de vias de sefializaciébn a través de la activacion de receptores, canales iénicos,
moléculas de sefializacion (oxilipinas) y factores de transcripcion, especificamente influenciado
por la expresién de genes, formando las bases de la adaptacion y reaccion de defensa del
organismo (Mithéfer et al., 2004).

La estimulacién de los receptores origina incrementos en la concentracion de calcio en el
citoplasma, activando a la enzima calmodulina-Ca?* y a través de la activaciéon de proteinas
cinasas simultdneamente se forman potenciales eléctricos y moléculas de sefalizacion que
transmiten la informacion sobre el ambiente de estrés ocurrido en la célula. La sistemina, el
acido salicilico, el etileno, el acido absicico y el jamonato se distinguen por ser moléculas de
sefializacion En condiciones de exceso de cobre, la actividad de la enzima carboxilasa se
modifica debido a la oxidacién de grupos sulfidrilo (SH) o por remplazamiento de los iones Mg?
indispensables para la formacién del complejo de la enzima con el CO,. La interaccién entre el
cobre y los grupos sulhidrilo ('SH) resulta en el incremento de la permeabilidad celular y perdida
interna de K* (Maksymiec, 1997).

La relacion entre un ataque por patégenos y la presencia de metales puede ser el
resultado de la expresion de genes similares que codifican para la producciéon de enzimas de
defensa como las glucanasas (degradadoras de B-glucanos), quitinasas (enzimas hidroliticas
gue rompen enlaces glicosidicos en moléculas de quitina que conforman la pared celular) vy

proteinasas (enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas) (Maksymiec, 1997).
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El incremento en las concentraciones de cobre estimula la produccion de
metalotioneinas, fitoquelatinas y proteinas especificas de estrés. Las fitoquelatinas son
oligbmeros de glutatiéon producidos por la enzima fitoquelatina sintasa y actian como quelantes.
Las metalotioneinas constituyen una familia de proteinas ricas en cisteina, de bajo peso
molecular y se encuentran en el aparato de golgi de las células. Estas proteinas tienen la
capacidad de unirse a metales pesados esenciales y no esenciales, a través de los grupos
sulfhidrilo (SH) de sus residuos de cisteina, que representan casi el 30% del péptido. Los restos
de cisteina de las metalotioneinas pueden capturar peligrosos radicales oxidantes, como los
radicales superéxido e hidroxilo. En esta reaccion, la cisteina es oxidada a cistina, y los iones
metales que estaban unidos a la cisteina son liberados al medio y estos pueden activar a su vez
mas metalotioneinas, funcionando como mecanismo de control del estrés oxidante (Maksymiec,
1997).

Las plantas poseen dos mecanismos antioxidantes uno enziméatico y otro no enzimatico:
dentro del sistema enzimatico se encuentra la activacion de la superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y peroxidasas; entre los no enzimaticos esta la produccién de moléculas de bajo
peso molecular como el ascorbato, glutation, prolina, poliaminas (PAs), tocoferol y compuestos
fendlicos. Las poliaminas pueden estar presentes en formas libre o unidas a &cidos fendlicos,
principalmente acidos hidroxicindmicos o a ligninas (Maksymiec, 1997; Maksymiec, 2007).

La diamina oxidasa esta principalmente localizada en el apoplasto de la epidermis y el
xilema de tejidos maduros, donde ésta funciona posiblemente como un sistema de entrega de
H,O, a la peroxidasa en el proceso de lignificacion y suberizaciéon. De acuerdo con esto, la
actividad de la enzima diamina oxidasa se incrementa en respuesta a lesiones y esta
estrechamente correlacionada con la lignificacion del area lesionada (Maksymiec, 1997).

Las enzimas fenol oxidasas catalizan las reacciones de oxigenacion de los fenoles
vegetales presentes en las paredes celulares y en las membranas tilacoidales de los
cloroplastos. Estas enzimas tienen dos notables funciones: (a) hidroxilan los monofenoles a
difenoles, semejandose a la actividad tirosinasa, y (b) oxidan los difenoles a o-quinonas,
semejandose a la actividad dihidroxifenilalanina (DOPA) oxidasa. Ambas reacciones necesitan
oxigeno molecular. Estas enzimas son llamadas dependiendo el tipo de sustrato como
monofenol oxidasas, polifenol oxidasas, fenolasas, DOPA oxidasas, tirosinasas, etc
(Maksymiec, 1997).
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Figura 7. Relacion entre el ataque causado por patdgenos y metales (Cu?") y los mecanismos
de defensa en las plantas. AGPI (acidos grasos poliinsaturados), AGPI-OOH (&cidos grasos
poliinsaturados hidroxiperoxidados).

Las polifenol oxidasas estan involucradas en la biosintesis de lignina y alcaloides. En
condiciones de deficiencia de cobre, la actividad polifenol oxidasa disminuye drasticamente y se
correlaciona con una disminucién en la produccion y acumulacion de compuestos fenélicos y de
sustancias melandticas. Por otro lado, en cultivo de tejidos frecuentemente deteriora
severamente la regeneracion vegetal por la alta actividad de la polifenol oxidasa (Maksymiec,
1997).

El grado de lignificacién esta relacionado con el suministro de cobre en las plantas
superiores. El deterioro de las paredes celulares es el cambio anatomico tipico inducido por la
deficiencia de cobre. La lignificacion también estimula la distorsion de las hojas jévenes,
encorvamiento y retorcimiento de los tallos y ramas. En hojas deficientes de cobre, la
proporcion de la pared celular en relacion a la materia seca total disminuye;
simultdneamente, se incrementa la proporcion de a-celulosa, mientras que el contenido de
lignina solo es aproximadamente la mitad de la materia seca en hojas adecuadamente suplidas
con cobre. Este efecto en la lignificacién es alin mas notable en las células esclerenquimaticas

del tejido caulinar (Maksymiec, 1997).
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Los periodos transitorios de deficiencia de cobre durante el periodo de crecimiento
pueden ser rapidamente identificados por las variaciones en el grado de lignificacion en
secciones del tallo. La inhibicién de la lignificacion en tejido deficiente de cobre esté relacionada
con dos enzimas: la polifenol oxidasa, que cataliza la oxidacion de los fendlicos como
precursores de la lignina, y la diamina oxidasa, encargada de proporcionar el H,O, requerido
para la oxidacidn por las peroxidasas. Por consiguiente, en tejidos deficientes de cobre no solo
disminuye la actividad de ambas enzimas, sino que también disminuye el contenido de

compuestos fendlicos (Maksymiec, 1997).

5. Aplicacién del cultivo de células en suspension para la produccion de

metabolitos secundarios

En el mundo se tienen casos exitosos de cultivo de células de plantas para la produccion de
metabolitos secundarios de alto valor. Ejemplo de ello son la produccién de shikonina mediante
el cultivo de células en suspension de Lithospermum erythrorhizon, y la berberina, compuesto
gue se emplea para bajar de peso, obtenida por cultivo de células en suspension de Coptis
japonica. La produccion de &cido rosmarico por cultivo de células de Coleus blumeii se ha
realizado también a gran escala; y sanguinarina, la cual tiene un potencial mercado en

productos de higiene bucal, ha sido producido en cultivos de células de Papaver somniferum.

Un ejemplo de una droga de alto costo producida parcialmente mediante un cultivo de
células de plantas es el paclitaxel, una droga anticancerigena extraida desde la corteza de
arboles de Taxus brevifolia de 50-60 afios. El paclitaxel y los compuestos relacionados se
acumulan en bajos niveles en cultivos no estimulados, por lo que el mejorar las condiciones de
produccién provee los rendimientos mas altos. Para estimular la produccion de taxol, paclitaxel
y otros taxanos en cultivos de células en suspension, se han utilizado diversas estrategias
biotecnol6gicas como son la aplicacién de la oxilipina metil jasmonato y una preparacion a base
del hongo endopatégeno de Taxus. Otro de método empleado ha sido variar la temperatura de
incubacién de los cultivos celulares, o bien, remover el medio de cultivo y por ende los
productos acumulados. Se reportd una produccién importante de paclitaxel de 23.4 mg/L/dia
para una linea celular de T. canadensis, después de un periodo de incubacion de 5 dias
posterior a la estimulacion con metiljasmonato (Stafford, 2002; Marja et al., 2004; Wilson y
Roberts, 2012).

El agente antihipertensivo ajmalicina y los antileucémicos vinblastina y vincristina en

cultivos de Catharantus roseus constituyen otros de los ejemplos a mencionar. Los
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antitumorales colchicina de Colchium autumnale y ellipticina de Orchrosia elliptica también se

producen en suspensiones celulares (Smetanska, 2008; Wilson y Roberts, 2012).

Los compuestos anticancerigenos topotecan (GlaxoSmithKline) e irinotecan (Pharmacia
Corp/Aventis SA/Daiichi Seiyaku Co Ltd) son derivados semisintéticos de camptothecina, un
alcaloide que ha sido aislado de diversas especies vegetales. La camptotecina se acumula en
cultivos de células en suspensién de Camptotheca acuminata (Nyssaceae) y de Nothapodytes
foetida (Icacinaceae) con niveles maximos de 1 mg/L (intracelular) y 35 mg/L (extracelular),
respectivamente. El rendimiento de los alcaloides en ambas especies fue posible modificarla

jugando con la composicion de fitohormonas en el medio de cultivo (Stafford, 2002).

La podofilotoxina (PDT) se utiliza para la preparacion semisintética de los agentes
antineoplasicos etopésido y tenipésido. El establecimiento y caracterizacion de los cultivos de
células en suspension permiten inferir que el rendimiento de PDT, tiene un rango similar al de
los cultivos no inducidos de varias especies productoras del compuesto como son las especies
de los géneros Callitris (Cupressaceae), Linum (Linaceae) y Podophyllum (Berberidaceae). El
rendimiento mas alto de 28 mg/L se determindé en un cultivo de Linum album de 11 dias
(Stafford, 2002).

5.1 Uso de biorreactores en cultivos de células en suspension

El escalamiento de suspensiones celulares en biorreactores es una alternativa tecnoldgica
atractiva para la obtencion de compuestos de uso en la industria farmacéutica y alimentaria que
garantizan la produccion de los compuestos de interés controlando aspectos fisicos, quimicos y

biolégicos que alteran y/o modifican su produccién (Orozco et al., 2002).

Entre los diferentes tipos de biorreactores mas frecuentemente utilizados destacan los
airlif, columna de burbuja, Wilson, Wave & Undertow, BioWave, Hybrid y el de agitacion
mecanica. Las ventajas de este Ultimo son su aplicacion a nivel industrial por la capacidad que
tiene de manejar grandes volimenes; ademas, permite mantener condiciones homogéneas lo
gue aporta mayor facilidad para la toma de muestras, el monitoreo y el control del equipo. Una
limitante de este sistema radica en el uso de impulsores mecanicos para la agitacion, debido a
la sensibilidad de corte de las células vegetales necesitando bajas velocidades de agitacion
(<100 rpm, revoluciones por minuto). Sin embargo, las modificaciones que se han
implementado tanto al tipo de impulsor (propela marina) como a la talla y posicion, han dado

resultados satisfactorios para el cultivo de células de algunas especies vegetales y la
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produccién de metabolitos secundarios (Zhong et al.,, 1999, Eibl y Eibl, 2000, Orozco et al.,
2002)).

El principal proposito del escalamiento es mantener una alta productividad teniendo
como referencia las propiedades fisicas y quimicas del proceso. La optimizacion de las
condiciones del biorreactor como la cantidad de indculo, fase de crecimiento, grado de
diferenciacioén celular, formacién de agregados, tiempo de cultivo, la composicion de gases
(oxigeno, CO, y etileno), viscosidad, sedimentacién, disposicion de oxigeno, medio de cultivo,
estimuladores (bi6ticos o abidticos), concentracion hormonal, velocidad de agitacién, velocidad
de aeracién, temperatura, pH, humedad, luz y el modo de operacion (batch, continuo, perfusién)
deben ser considerados para lograr la estabilizacién del cultivo y garantizar de esta manera el
crecimiento celular y por lo tanto, la produccién de los metabolitos secundarios. (Bisaria y
Panda, 1991; Rodriguez-Monroy, 1999; Zhong, 2001; Chattopadhyay et al., 2002; Huang et al.,
2002; Huang et al., 2002; Farkya et al., 2004; Smetanska, 2008; Cloutier, 2009; Georgiev et al,
2009).

Desde una perspectiva econémica, en un biorreactor, la produccién del metabolito de
interés (con alto valor en el mercado) y la productividad volumétrica del sistema constituyen los
pardmetros mas importantes a considerar. En general, la produccién de metabolitos
secundarios representa menos del 1% del peso seco de las células vegetales; por lo que es
necesario disefiar estrategias que permitan estimular su produccion (Smetanska, 2008;
Georgiev et al., 2009).

El primer sistema de produccion comercial basado en el cultivo de células de plantas
para la produccion del colorante y compuesto antibacterial shikonina, a través de células de
Lithospermum erythrorhizon en biorreactor de 750 L, fue presentado por la industria
Petroquimica Mitsui (Abdullah et al., 2005).

Tecnolégicamente factible, el cultivo de células vegetales a gran escala ha sido
demostrado en Alemania utilizando biorreactores de tanque agitado de 75,000 L para la
produccion de ajmalicina un vasodilatador y reserpina un antihipertensivo en Rauwolfia
serpentina, gingendsidos en Panax ginseng, los &cidos cafeico, clorogénico, caftarico y
chicéorico de Echinaceae purpurea (Diversa) y taxol por Taxus chinensis (Phyton Inc.). Ademas
de la produccion de shikonina a partir de cultivos de Lithospermum erythrorhizum en
biorreactores de tanque agitado de 750 L (produccién equivalente a un cultivo de planta de 176,
400 m?) y 1,000 L (Mitsui Chemicals, Japon), saponinas de Panax ginseng en bioreactor de

25,000 L (Nitto Denko, Japon), polisacaridos de Polianthes tuberosa en bioreractor de 4,000 L
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(Kao Corp., Japon), taxol de Taxus spp. en biorreactor de 20,000 L (Samyang Genex, S. Korea)
y Phyton Catalytic (NY, USA). La factibilidad comercial del cultivo de células vegetales ha sido
demostrada en Alemania en biorreactores de tanque agitado han sido usados para la
produccién de biomasa de Rauwolfia serpentina, Panax ginseng, Echinacea purpurea (Diversa)

y taxol por Taxus chinensis (Phyton Inc.) (Abdullah et al., 2005, Orozco et al., 2002).

Los productos terapéuticos de alto valor comercial obtenidos por cultivos celulares a
escala industrial, son la berberina (3,250 US$/Kg), el taxol (600,000 US$/Kg), gingendsidos y
acido rosmarinico, shikonina (4,500 US$/Kg), sanguinarina (4,800 US$/Kg), vinblastina (1,000,
000 US$/Kg), vincristina (2,000,000 US$/Kg), colchicina (35,000 US$/Kg), camptotecina (432,
000 US$/Kg), elipticina (240,000 US$/Kg), agmalicina (37,000 US$/Kg), artemisina (400,
US$/Kg), ajmalina (75,000 US$/Kg), capsaicina (750 US$/Kg), codeina (17,000 US$/Kg),
morfina (340,000 US$/Kg) (Huang et al.,, 2002; Rao y Ravishankar, 2002; Eibl y Eibl, 2009;
Georgiev et al., 2009).
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[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversas enfermedades que padece el ser humano en la actualidad estan asociadas a procesos
de inflamacién cronica, la cual no solo contribuye en aquellos problemas en los que la
inflamacién se hace evidente como la artritis reumatoide, sino en otros padecimientos tales
como el Alzheimer, el cancer, la arterioesclerosis, problemas en las valvulas del corazén y la
diabetes mellitus tipo 2. Las enfermedades reumaticas son un problema de salud relevante
alrededor del mundo; en México, la prevalencia de la artritis es del 1.6 % de la poblacion y
afecta principalmente al grupo con mayor capacidad laboral o productiva dentro de la sociedad,
se calcula que hay mas de un millén 700 mil personas de entre 20 y 50 afios de edad con este
padecimiento. Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos son de gran utilidad para controlar
las enfermedades reuméticas, no obstante, estos medicamentos producen efectos no

deseables en el organismo como son las ulceras provocadas en el aparato digestivo.

Actualmente, una terapia alterna para el tratamiento de los procesos inflamatorios se
basa en el uso de las plantas medicinales, las cuales constituyen una fuente invaluable de
metabolitos secundarios y potenciales farmacos para los seres humanos. S. angustifolia es una
especie medicinal que es utilizada por tradicion en la cultura mexicana para el alivio de
diferentes trastornos, sobre todo aquellos que presentan un proceso inflamatorio como es el
caso de la artritis reumatoide. El efecto farmacoldgico del extracto de diclorometano de las
partes aéreas de esta planta se ha corroborado en modelos bioldgicos de inflamacién local,
aguda y crénica en roedores; conocimiento que constituyé la plataforma cientifica basica para
generar un fitofarmaco estandarizado con respecto al compuesto antiinflamatorio identificado, la
escopoletina. La evaluacién clinica del fitomedicamento permitié evidenciar la eficacia y
seguridad terapéutica del extracto de diclorometano de las partes aéreas de la planta. No
obstante, las bondades de esta especie se ven comprometidas por su clasificacion por la

SEMARNAT como en “peligro de extincion”.

La biotecnologia vegetal permite la produccion de compuestos de interés farmacoldgico
a través del cultivo de células en suspension, sistema que ha demostrado tener un gran
potencial bajo el concepto de desarrollo sustentable y es utilizado ampliamente a nivel
industrial. Con el propésito de contar con un sistema alterno para la produccién de compuestos
bioactivos y continuar con los estudios farmacologicos y quimicos de S. angustifolia, se
generaron cultivos in vitro de callos y células en suspensién a partir de explantes de hoja
empleando el medio de cultivo de Murashige y Skoog. A continuacion, se disefié un modelo de

sefalizacién para inducir la biosintesis de escopoletina en las suspensiones celulares alterando
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el balance de los nutrientes carbono y nitrégeno, condicién bajo la cual se produjeron otros
compuestos aun no identificados en la planta y que podrian contribuir a la actividad
antiinflamatoria que posee el extracto de diclorometano obtenido de partes aéreas de la planta

S. angustifolia.

lll. JUSTIFICACION

El propdsito del presente trabajo de investigacion fue purificar y elucidar la estructura quimica a
través de andlisis espectrofotométricos, de los compuestos producidos en el cultivo de células
en suspensiéon de S. angustifolia en respuesta al estrés por restriccion de nitratos.
Posteriormente, los compuestos purificados e identificados se evaluaron en dos modelos de
inflamacién aguda en ratdén con el propoésito de evidenciar su actividad. Con estos avances, se
procedi6 a establecer en las suspensiones celulares cultivadas en matraces, las
concentraciones Optimas de los estimuladores nitrato y cobre en el medio de cultivo de
Murashige y Skoog empleando la metodologia de superficie de respuesta, con el propdsito de
incrementar la produccion de los antiinflamatorios escopoletina y de los 2 otros compuestos
caracterizados. Otro de los retos en este estudio fue cultivar a nivel de biorreactor de laboratorio
la suspensién celular de S. angustifolia y evaluar la produccion de los compuestos

antiinflamatorios.

La suspension celular de S. angustifolia cultivada en condiciones controladas de
crecimiento y estimulaciébn, es propuesta como una alternativa sustentable para la
sobreproduccién de compuestos antiinflamatorios, asi como para la obtencién de extractos
Gtiles en la elaboracion de un fitomedicamento estandarizado en los compuestos bioactivos y

realizacion de los futuros ensayos clinicos.

V. HIPOTESIS

1. En condiciones de restriccion de nitratos, el cultivo de células en suspension de S.
angustifolia produce compuestos que contribuyen a la actividad antiinflamatoria validada

en la planta.

2. El estrés producido en el cultivo de células en suspension de S. angustifolia por el
exceso del cobre y restriccién del nitrato en el medio de cultivo de Murashige y Skoog,

estimulara la produccion de los compuestos antiinflamatorios.
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3. La produccion de compuestos con actividad antiinflamatoria en el cultivo de células en

suspension de S. angustifolia a nivel de matraz, sera reproducible en el cultivo celular

desarrollado en biorreactor con agitacion mecanica.

V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES

Aislar e identificar los compuestos producidos en el cultivo de células en suspension
de S. angustifolia cultivados en medio de Murashige y Skoog con el contenido de
nitratos reducido a 2.74 mM, asi como evaluar su efecto sobre la formacion de los
edemas plantar inducido con A-carragenina y auricular con TPA (12-o-

tetradecanoilforbol-13-acetato) en el raton.

Establecer los niveles de nitrato y cobre 6éptimos aplicando la Metodologia de
Superficie de Respuesta, para lograr la mayor produccion de los compuestos con
actividad antiinflamatoria en el cultivo de células en suspension de S. angustifolia en

matraces agitados.

Comprobar si los compuestos con actividad antiinflamatoria obtenidos en el cultivo
de células en suspensién de S. angustifolia a nivel de matraz, se producen en el

cultivo celular desarrollado en biorreactor con agitacién mecanica.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar y caracterizar estructuralmente los compuestos producidos en el cultivo de células

en suspension desarrollados en el medio de Murashige y Skoog con reduccion de
nitratos (2.74 mM).

e Evaluar el efecto de los compuestos aislados sobre la formacion edematosa suplantar

inducida por A-carragenina en el raton.

e Evaluar el efecto de los compuestos aislados sobre la formacién edematosa auricular

inducida por TPA en el ratén.

o Realizar una curva dosis respuesta del compuesto mas activo en el modelo agudo de

edema auricular.
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e Establecer los niveles de nitrato y cobre 6ptimo aplicando la Metodologia de Superficie
de Respuesta (MSR), para obtener la mayor biomasa en la suspension celular de S.

angustifolia cultivada en matraces agitados.

e Establecer los niveles de nitrato y cobre éptimos aplicando la MSR, para lograr la mayor
produccion de los compuestos con actividad antiinflamatoria producidos en el cultivo de

células en suspension de S. angustifolia en matraces agitados.

e Evaluar la produccion de compuestos antiinflamatorios en el cultivo de células en

suspension de S. angustifolia desarrollado en biorreactor de agitacion mecénica.

VI. MATERIALES Y METODOS

6. Material vegetal de Sphaeralcea angustifolia

6.1 Cultivos de células en suspension

Los cultivos de células en suspension tipo lote de Sphaeralcea angustifolia se establecieron a
partir de callos friables (4%) derivados de explantes de hoja de plantas aclimatadas (Pérez-
Hernandez, 2007). Los callos se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian
80 mL de medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) liquido con 27.4 mM de nitratos
totales (NH4;NO; 159 mM y KNO; 11.5 mM), complementado con 1 mg/L de ANA en
combinacién con 0.1 mg/L de CN y 30 g/L de sacarosa a pH 5.7. Los matraces fueron
colocados en un agitador orbital a 110 rpm (New Brunswick Scientific Co.) e incubados a 26 +
2°C bajo fotoperiodo de 16 h luz (iradiancia 50 pM m™ s™) por 8 h de oscuridad. Las
suspensiones celulares fueron subcultivados en medio fresco en condiciones de esterilidad

cada tres semanas empleando el mismo in6culo de 4%.
6.2 Induccion y produccién de compuestos en cultivos de células en suspensién

La suspension celular de S. angustifolia se transfirié usando un inoculo del 4%, a matraces de 1
L con 320 mL de medio MS con el contenido de nitrato totales reducido a 2.74 mM vy
complementado con 1 mg/L de ANA en combinacion con 0.1 mg/L de CN y 30 g/L de sacarosa a
pH 5.7. Los cultivos fueron incubados en las condiciones antes descritas y cosechados al
tiempo (16 dias) previmente determinado para la obtencion de la biomasa maxima (Pérez-
Hernandez, 2009).

6.2.1 Extraccién y purificacion de compuestos

Las suspensiones celulares (10 matraces de 1 L) fueron filtradas, el exceso de medio de cultivo
eliminado por lavados con agua destilada, y secadas a temperatura ambiente. Las biomasas
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secas (200 g) fueron extraidas por maceracion con una mezcla de CH,Cl,:CH;OH (9:1) en una
proporcion 1:10 (p/v) por 24 h, repitiendo el proceso tres veces. Los extractos fueron filtrados,
reunidos y concentrados a presion reducida para la obtencién del extracto organico (8.12 g).

Una muestra del extracto (10 mg) fue disuelta en 1 mL de metanol para su analisis por HPLC.

Posteriormente, el extracto (8.12 g, 2.81% de rendimiento) fue fraccionado en columna
de silica gel (9 x 28 cm, 70-230 mesh, Merck), empleando un sistema de gradiente de hexano:
acetato de etilo: metanol (Tabla 1). Se colectaron alicuotas de 500 mL y las muestras con un

perfil en cromatografia en capa fina (CCF) similar se reunieron en 10 fracciones (F1-F10).

Tabla 1. Condiciones de fraccionamiento en columna del extracto de CH,Cl,:CH3;0H (9:1) de
biomasas celulares de S. angustifolia.

Sistema de elucion % Fracciones

Hexano 100 F1 (1-5)

Hexano: acetato de etilo 95:5 F2 (6-10)
Hexano: acetato de etilo 90:10 F3 (11-15)
Hexano: acetato de etilo 80:20 F4 (16-20)
Hexano: acetato de etilo 70:30 F5 (21-25)
Hexano: acetato de etilo 60:40 F6 (26-30)
Hexano: acetato de etilo: metanol 50:50:10 F7 (31-35)
Hexano: acetato de etilo: metanol 50:50:25 F8 (36-40)
Hexano: acetato de etilo: metanol 50:50:50 F9 (41-45)
Metanol 100 F10 (46-50)

Compuesto 1

El compuesto 1 fue purificado a partir de la fraccién 4 (310 mg, 97% de pureza) en una columna
abierta de silica gel RP-18 (1.5 x 28 cm, 40-63 um, Merck, México) empleando un sistema de
elucién agua: acetonitrilo (H,O:CHsCN, Merck, México), con incrementos de polaridad del 10%
(Tabla 2). Se obtuvieron treinta y un subfracciones (F4,.3;) de 10 mL cada una. El compuesto

puro fue obtenido de las subfracciones F44; 1.
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Tabla 2. Condiciones de separacion cromatografica en columna de la fraccion 4

Sistema de elucion % Fracciones

Agua: acetonitrilo 70:30 F4 (1-5)
Agua: acetonitrilo 60:40 F4 (6-10)
Agua: acetonitrilo 50:50 F4 (11-19)
Agua: acetonitrilo: metanol 50:50:10 F4 (20-25)
Metanol 100 F4 (26-31)

Compuesto 2

El compuesto 2 fue aislado de la fraccion 5 (152 mg, 88% de pureza) a través de una columna
abierta de silica gel RP-18 (1.5 x 28 cm, 40-63 um) con un sistema de elucién agua: acetonitrilo
(H2O:CH3CN) con incrementos de polaridad del 10% (Tabla 3). Se obtuvieron treinta
subfracciones (F5:3,) de 10 mL cada una, el compuesto 2 purificado se obtuvo de las

subfracciones F54..

Tabla 3. Condiciones de separacion cromatogréafica en columna de la fraccién 5

Sistema de elucion % Fracciones
Agua: acetonitrilo 70:30 F5 (1-9)
Agua: acetonitrilo 60:40 F5 (10-17)
Agua: acetonitrilo 50:50 F5 (18-25)

Metanol 100 F5 (26-30)

6.2.2 Condiciones de anélisis por HPLC
Para los analisis de HPLC se emple6 un equipo Waters (Modulo de separacién 2695) acoplado
a un detector de arreglo de diodos (2996) con un rango de deteccién de 190-600 nm, operado
por un software Manager Millennium (Empower 1). La separacion se realiz6 con una columna
Spherisorb® RP-18 (250 x 4.6 mm, 5 pm, Waters) con una temperatura constante de 25°C
durante el andlisis. Las muestras inyectadas (20 puL) mantuvieron un flujo constante de 1.2
mL/min, con una fase mavil de gradientes de (A) H,O (acido trifluoroacético-TFA al 1.0%) y una
mezcla de (B) CH3;CN: CH;OH (1:1) y monitoreadas a una longuitud de onda de 340 nm. La

fase movil inicio con agua (100%) manteniéndola por 1 min; posteriormente, la proporciéon del
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disolvente B fue incrementando gradualmente 15% (1 min), 37% (10 min) y 85% (2 min).
Durante los siguientes 2 min, el disolvente B se incrementd al 100% y este sistema fue
mantenido por 3 min. Finalmente, los siguientes 3 min fueron utilizados para regresar a las
condiciones iniciales de la fase mavil. EIl método cromatografico tuvo un tiempo de corrida de 22
min. Los tiempos de retencion (tr) de la escopoletina (SC, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) vy los compuestos puros 1y 2, fueron de 11.2, 10.96 y 17.3 min, respectivamente. Los

compuestos aislados fueron monitoreados por tiempos de retencién y espectros de absorcion.

6.3 ldentificacion de compuestos

6.3.1 Analisis espectroscopicos
Para determinar la estructura de los compuestos puros 1y 2, aislados de los cultivos de células
en suspension de S. angustifolia, se realizaron diversos analisis espectrofotométricos: se
determiné el punto de fusiéon en un equipo Thermo Scientific IA1900. Los espectros de RMN
fueron realizados en un equipo Varian INOVA-400 a 400 MHz; para el espectro de RMN *H y
experimentos de dos dimensiones COSY, HSQC y HMBC se utiliz6é CD;COCD;. Los
desplazamientos quimicos estan reportados en ppm, utilizando como referencia TMS. El
espectro de IR fue obtenido en un equipo Brucker Tensor 27 FTIR; y el peso molecular fue
determinado con los espectros de masas obtenidos en el equipo Hewlett Packard 5985-B y
JEOL-AX 505 HA.

6.4 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de compuestos aislados de

cultivos de células en suspension

6.4.1 Animales

Los ratones ICR (28 g) utilizados para las pruebas farmacolégicas fueron manipulados de
acuerdo a la norma oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la
produccién y uso de animales de laboratorio) y guias éticas internacionales para el uso
experimental de animales. El protocolo experimental fue autorizado por el Comité Local de
Investigacion en Salud 1701 del IMSS con el niumero de registro 2011-1701-3. Los ratones
fueron mantenidos a temperatura de 22 + 3°C, humedad de 70 + 5% con ciclos de 12 h

luz/oscuridad y acceso libre a comida y agua (ad libitum).

52



6.4.2 Edema subplantar inducido con carragenina

Los ratones fueron divididos en 5 grupos (cada grupo de 8 ratones) y administrados via i.p. (45
mg/kg) con los compuestos puros acido sphaeralcico (1, 95% de pureza), tomentina (2, 88% de
pureza) e indometacina (99% de pureza, Sigma) como control positivo, 30 min antes de la
inyeccion subplantar (0.02 ml) del proinflamatorio A-carragenina al 1% disuelta en agua y tween
20 al 2%, en la pata posterior derecha del ratén. El volumen de la pata fue medido antes de la
administracién del proinflamatorio y posteriormente a la 1, 3, 5y 7 h después de administrar la
A-carragenina, usando un micrometro digital (Mitutoyo-MDC-1"-SB Productos Mitutoyo, México).
El porcentaje de inhibicién fue determinado a cada tiempo pr la difrencia del volumen del
edema, con respecto al volumen inicial de la pata usando la siguiente ecuacion: Inhibicion % =
[(control-tratamiento/ control) x 100] (Meckes et al., 2004).

6.4.3 Edema auricular inducido con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)

Los ratones fueron asignados en siete grupos (cada grupo de cinco ratones) y el TPA (2.5 ug
disueltos en 20 pL acetona) fue aplicado en las orejas derechas en la superficie interna y
externa para generar el edema. Dosis de 0.125, 0.25, 0.5, y 1.0 mg por oreja de acido
sphaeralcico; asi como 1.0 mg por oreja de tomentina, naproxeno (98% de pureza, Sigma) y/o
indometacina, fueron disueltos en acetona y administrados tépicamente en ambos lados de la
oreja inmediatamente después de la administracion del TPA. Cuatro horas después de la
administracién del agente inflamatorio, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical
y para determinar la inflamacién, secciones de 6 mm de didmetro fueron cortadas de la oreja
tratada y la no tratada. El porcentaje de inhibicién se determiné por las difrencias de peso de la
oreja tratada (derecha) y la no tratada (izquierda) con la siguiente ecuacion: % Inhibicion =
[(control-tratamiento/ control) x 100] (Paya et al., 1993; Garcia et al., 2012).

6.4.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en cada bioensayo fueron comparados por un analisis de varianza
(ANOVA) vy los factores cuyos valores de p < 0.05 fueron considerados significativos sobre la
respuesta. Diferencias significativas entre las medias de los tratamientos fueron calculados por
la prueba de Tukeygos. La curva dosis versus inhibicién del edema auricular fueron linearizados

y el dato del coeficiente correlacion (R?) fue reportado (SAS, ver. 9.1; SAS Institute, Inc.).
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6.5 Optimizaciéon de la produccion de compuestos con actividad antiinflamatoria
en cultivos de células en suspension

6.5.1 Disefio experimental Metodologia de Superficie de Respuesta.

Con el propésito de favorecer el metabolismo para la produccion de compuestos fendlicos
responsables de la actividad antiinflamatoria (escopoletina, tomentina y acido sphaerélcico) en
cultivos de células en suspension de la especie S. angustifolia, se evaluaron como parte de la
estrategia dos condiciones de estimulacidon abibtica. La reduccion del contenido de nitratos,
tomando como base la hip6tesis del balance carbono: nitrégeno (Fritz et al., 2006) se estimé
como la concentracion de nitratos (X1); y la exposicion a niveles elevados de cobre, estimulador
gue actia de manera similar al ataque por patégenos induciendo la produccion de fitoalexinas

(cumarinas), establecida especificamente como la concentracién de cobre (X2).

Se plante6 optimizar la respuesta mediante el uso de la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR), con el propésito de identificar y potenciar el efecto de la concentracion de
ambas variables (nitratos y cobre) sobre la produccién de los compuestos bioactivos. El disefio
factorial 2 (DF) inicial permiti6 conocer el efecto de las dos variables independientes y la
significancia de la interaccibn de ambos factores, ademas de proporcionar el modelo
matematico a partir del cual fue posible establecer los intervalos en los que habia que mantener
la concentracién de las variables independientes para optimizar la respuesta. Para establecer el
primer DF, las variables independientes se codificaron en dos niveles (+1, -1), establecidos a
partir de los valores de nitratos (2.74 mM) y cobre (0.1 yM) presentes en el medio de cultivo
MS, en el cual se producen los compuestos con actividad anti-inflamatoria (punto central, 0),
como se indica en la Tabla 4.

Para este procedimiento se tomaron en cuenta tres variables dependientes a optimizar:
el crecimiento celular (Y1), la producciéon de cumarinas (escopoletina y tomentina, Y2) y de

acido sphaeralcico (Y3).

Los resultados de la respuesta de las variables dependientes en el disefio factorial 2"
fueron comparados a través de un analisis de varianza (ANOVA), a partir del cual se obtuvo un
modelo matematico lineal con el que fue posible ubicar y en casos concretos acercar
rapidamente a los niveles de los estimuladores que definirian la region de respuesta Optima
(Ryswyk y Van Hecke, 1991; Palasota y Deming, 1992).

Donde:

Y= Bo + BrXyt+ BoXot B12X1Xs
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Y= Respuesta establecida a partir de los parametros de crecimiento (tiempo de duplicacién, velocidad de
crecimiento y biomasa maxima), y/o la liberacion y acumulacién de cumarinas (escopoletina,
tomentina) y acido sphaeralcico.

X,= Concentracion de nitratos

X,= Concentracion de cobre.

Bo = intercepto (valor obtenido cuando los niveles de nitratos y cobre estan en sus valor central, es decir,
cuando X,y X, =0).

B1= Coeficiente que indica el efecto de la variable X1 sobre la respuesta.

2= Coeficiente que indica el efecto de la variable X2 sobre la respuesta.

B1.= Coeficiente que indica el efecto d la interaccion entre las variables X1 y X2 sobre la respuesta.

Para obtener los datos correspondientes del Disefio Factorial (DF) 2" se desarrollaron
suspensiones celulares tipo lote durante un periodo de 23 dias de cultivo. Los datos obtenidos
en cada experimento permitieron analizar la respuesta correspondiente al comportamiento de la
biomasa; en tanto que, el andlisis del contenido de tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico
liberado al medio y acumulado en las biomasas se realiz6 a partir de los resultados obtenidos
luego de 2 y 4 dias de crecimiento, siendo estos los tiempos en los que se ha reportado la
méaxima produccién de dichos compuestos (Pérez, 2009).

Tabla 4. Matriz del disefio factorial 2X utilizado para el establecimiento de cinéticas de
crecimiento y produccion de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico en cultivos de células
en suspension de S. angustifolia.

Variables codificadas NO; cu?
Experimentos | X1 (nitratos) X2 (cobre) (mM) (HM)
1 -1 -1 0.685 0.1
2 +1 -1 2.74 0.1
3 0 0 1.37 1
4 -1 +1 0.685 2
5 +1 +1 2.74 2

En los casos en que el DF no declarara significancia del efecto de la interaccién sobre la
respuesta de las variables (p > 0.05), para la producciéon de cumarinas (escopoletina y
tomentina) (Y2) y de acido sphaeralcico (Y3), se desarrollo la metodologia del Disefio de Paso

Ascendente (DPA), con base a la influencia de las variables (positiva de acuerdo al valor de B
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expresado en el modelo lineal correspondiente). Para plantear este procedimiento, se tomé
como base la relacién de los coeficientes del modelo obtenido con el DF 2 y se desarroll6 una
nueva etapa experimental que permitié identificar el punto de inflexiéon, que fungiria como el
punto central de un disefio mas complejo denominado Disefio Compuesto Central (DCC),
mediante el cual seria posible generar un modelo de segundo orden, con el que se facilitaria la
ubicacién de la condicion con la que se generaria la maxima respuesta del sistema (modelo
cuadratico).

En los casos donde el DF 2" declaré significancia del efecto de la interaccion sobre la
respuesta (p < 0.05), indic6 que la regiébn de respuesta maxima estaba en la zona de los
intervalos utilizados de los estimuladores (Montgomery, 2001). A partir de lo anterior, sélo era
necesario completar el disefio, mediante el desarrollo del disefio en estrella (DE), que tendria
como factor comun con el DF los puntos centrales de éste para generar el DCC correspondiente
(Ryswyk y Van Hecke, 1991, Palasota y Deming, 1992).

El analisis de los datos en el modelo de segundo orden (modelo cuadratico) con dos

factores nitratos (X1) y cobre (X2) generoé la expresion matematica como la siguiente:

Donde:
Y=Bo+ By Xy + By Xp +B1, Xg 2+ B4 X12+ rS2,2X22

Y = respuesta: liberacion y acumulacion de cumarinas (escopoletina y tomentina) y acido sphaeralcico.
3o= valor promedio de la respuesta, en ausencia del efecto de los factores nitratos y cobre.

3,=razén de cambio (efecto lineal) de nitratos sobre la respuesta promedio.

3,= razén de cambio (efecto lineal) de cobre sobre la respuesta promedio.

3, 1= razén de cambio (efecto cuadratico) de nitratos sobre la respuesta promedio.

3, ,=razdn de cambio (efecto cuadratico) de cobre sobre la respuesta promedio.

3, ,=razén de cambio del efecto de interaccion entre nitratos y cobre sobre la respuesta promedio.

6.5.2 Evaluacion del crecimiento de las suspensiones celulares

Las cinéticas de crecimiento en cultivo tipo lote se establecieron registrando los pesos secos
(PS) de la biomasa desarrollada en cada matraz, analizando las muestras tomadas por
triplicado cada tercer dia durante 23 dias. Para lo anterior, la suspension celular de cada matraz
se filtr6 al vacio en un embudo Buchner (papel Whatman No.1, 5.5 cm de diametro) y la
biomasa retenida se lavé con agua destilada para la eliminacion de residuos de medio;
posteriormente, la biomasa se secé a temperatura ambiente y se determiné el peso seco (PS,
g/L).
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El indice de crecimiento se evalué calculando la biomasa maxima menos el in6culo
entre el in6culo; la velocidad especifica de crecimiento (u) fue calculada a través del logaritmo
de los pesos secos de las biomasas celulares obtenidas durante la fase exponencial vs el
tiempo. Para obtener el tiempo de duplicacion (td) se utilizé la siguiente ecuacion td = In2/p.

Los datos de los parametros de crecimiento y produccion obtenidos en cada condicién
experimental del disefio factorial fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA),
los factores con una p < 0.05 fueron considerados significativos. Las diferencias significativas
entre las medias de los experimentos fueron calculados por la prueba de Tukey (SAS, ver. 9.1;
SAS Institute, Inc.).

6.5.3 Andlisis de la produccion de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico
6.5.3.1 Extraccion de biomasas celulares
Las biomasas secas de 3 matraces en cada tratamiento de los disefios experimentales y en
cada intervalo de tiempo a evaluar, fueron extraidas por maceracion a temperatura ambiente
con una mezcla de diclorometano: metanol (9:1) en una relacion 1:20 (p/v) por 24 h, repitiendo
el proceso de extraccion tres veces. Los extractos de cada muestra se combinaron y se
concentraron a sequedad a presion reducida. Posteriormente, los extractos fueron

resuspendidos en metanol grado HPLC para su andlisis.

6.5.3.2 Extraccion del medio de cultivo

El medio de cultivo de cada matraz y en cada intervalo de tiempo de los tratamientos de los
disefios experimentales, fue particionado por triplicado con diclorometano; los extractos fueron
reunidos y concentrados a presion reducida y el residuo se recuperd y disolvid6 en metanol

grado HPLC para su analisis.

El andlisis por HPLC de cumarinas y &cido sphaeralcido en los extractos se realizé en
las condiciones previamente descritas.

La identificacion de los compuestos se realizé por medio de la comparacion de los
tiempos de retencidbn y espectros de absorcion con los parametros de las referencias
comerciales de escopoletina (Sigma) y compuestos aislados puros del cultivo de células en
suspension (tomentina y acido sphaeralcico). La cuantificacion de los metabolitos se realizé por
el método de estdndar externo empleando curvas de calibracion realizadas con escopoletina,

tomentina y el &cido sphaeralcico en niveles de 20, 40, 80, 160 y 320 pg/mL.
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6.6 Cultivo de células en suspensidn en biorreactor de agitacion mecénica

Para caracterizar el cultivo de células en suspensién de S. angustifolia se utiliz6 un biorreactor
tipo tanque agitado (Applikon, Schiedam, Holanda) de 2 L estableciendo un volumen de trabajo
de 1.1 L. El biorreactor se inocul6 con la suspension celular en fase de crecimiento logaritmico
al 10 % (p/v) de biomasa fresca. Los cultivos celulares de S. angustifolia fueron establecidos en
condiciones tipo lote en medio MS (Murashige y Skoog 1962) con 2.74 mM de nitratos (NO3)
totales (NH;NO3 15.9 mM y KNO5; 11.5 mM) y 0.1 uM de cobre (Cu,"), complementados con 1
mg/L de ANA en combinacion con 0.1 mg/L de CN y suplementado con 30 g/L de sacarosa a pH
5.7. Los contenidos de nitratos y de cobre utilizados fueron determinados como punto central en
el MSR.

La aireacion del sistema fue de 0.1 vvm y para la agitacién se emple6 un impulsor tipo
Rushton a una velocidad de 300 rpm. El pH y la tensién de oxigeno disuelto se monitorearon en
linea a través de electrodos conectados a un biocontrolador ADDI 1030 (Applikon, Schiedam,

Holanda).

6.6.1 Determinacién del crecimiento celular

La cinética de crecimiento en cultivo tipo lote se establecioé registrando los pesos secos (PS) de
las biomasas, con las muestras tomadas (30 ml) del cultivo cada tercer dia durante un periodo
de 11 dias. La muestra de la suspension celular se filtr6 al vacio en un embudo Buchner (papel
Whatman No.1, 5.5 cm de diametro) y la biomasa se lavé con agua destilada para la eliminacion
de residuos de medio; posteriormente la biomasa se sec6 a temperatura ambiente y se
determiné el PS. El indice de crecimiento se evalu6 calculando la biomasa maxima obtenida
menos el inoculo entre el inoculo; la velocidad de crecimiento (p) fue calculada a través del
logaritmo durante la fase exponencial vs tiempo. Para obtener el tiempo de duplicacién se utilizé
la siguiente ecuacién td = In2/.

Las biomasas secas y los medios de cultivo de cada tiempo fueron extraidos como se
menciond anteriormente y el contenido de cumarinas y acido sphaerélcico se determiné por

HPLC en las condiciones previamente descritas.

6.6.2 Viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné a través de la integridad de la membrana medida por el
método del azul de Evans reportado por Rodriguez-Monroy y Galindo (1999). A 1 ml de muestra
con células de cada punto de muestreo de la cinética se les adicioné de azul de Evans al 0.25%
y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 min. Las muestras se analizaron
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microscOpicamente (microscopio O6ptico Alphaphot-2 YS2 (Nikon, Tokio, Japoén) y la
magnificacién de las imagenes se realizd con el objetivo 10x. Se contaron 3 campos de la
muestra y el porcentaje de viabilidad se determin6 como el nimero de células vivas en cada

campo entre el nUmero de células totales (vivas no tefiidas + muertas tefiidas) x 100.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7. Aislamiento e identificacion de compuestos activos en cultivos de células en
suspension de Sphaeralcea angustifolia
La biomasa seca (200 g) obtenida de los cultivos de células en suspensién desarrollados en
medio de cultivo MS con reduccién de nitratos (2.74 mM), se macer6 con una mezcla de
diclorometano: metanol (9:1) obteniendo 8.12 g de extracto (2.81 %). En el andlisis por TLC, se
visualizo la presencia del compuesto escopoletina (rf=0.63) la cual presenté un frente de
referencia similar al del estandar (rf=0.63) (Figura 8). Ademas, dicho extracto mostré la
presencia de otros compuestos fluorescentes aun no identificados, denominandolos compuesto
1 (color morado) y compuesto 2 (color blanco-azul); el color de ambas sefiales se intensificé al

utilizar el revelador de Productos naturales/Polietilenglicol (NP/PEG).

Compuesto 1
Compuesto 2

Escopoletina

Figura 8. Cromatoplaca en gel de silice del estandar de escopoletina (A) y del extracto de
diclorometano (CH,Cl,):metanol (CH;OH) eluidos con CH,Cl,:CH;OH (90:10), de las biomasas
celulares de S. angustifolia derivadas del cultivo de células en suspension desarrolladas en
medio MS con reduccién de nitrato (B).
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El andlisis por HPLC del extracto de diclorometano:metanol corroboré la presencia de
escopoletina (tr= 13.3 min) al comparar el tiempo de retencion y espectro de absorcién con los
del estandar (Figura 9 b). En el extracto de diclorometano:metanol tambien se detectaron otros
compuestos (Figura 9 a) con base a su espectro de absorciéon se detrminé una hidroxicumarina
(tr=13.663 min) y un flavonoides (tr=17.997 min).
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Figura 9. Cromatograma y espectros de absorcion de los compuestos detectados en el extracto
de diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia (a) y el estandar de
escopoletina (b).

Para el aislamiento y purificacién de los compuestos 1 (rf= 0.75 y tr= 13.663 min) y 2 (rf=
0.66 y tr= 17.997 min), el extracto de diclorometano:metanol (CH,Cl,:CH;OH) fue fraccionado

en columnas abiertas con silica gel obteniéndose 10 fracciones (F1-F10).

7.1 Purificacion y caracterizacion estructural del compuesto 1

El compuesto 1 fue identificado en la fraccion 4 (310 mg) del extracto (CH,Cl,:CH3OH) y
posteriormente purificado de las subfracciones F44;.19 (11 mg, 0.13% rendimiento por extracto y
0.004% rendimiento por biomasa) por cromatografia en columna abierta de fase reversa. El
compuesto fue soluble en acetona y precipitado con metanol como un sélido de color amarillo

que present6 un punto de fusién de 205 'C. En el andlisis por HPLC, el compuesto 1 mostro
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absorciones en el UV a Apna= 192, 222, 260 y 357 nm, con un tiempo de retencion de 17.30 min
(Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma de HPLC (a) y espectro de absorcién (b) del compuesto 1 derivado
del extracto de diclorometano:metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia
desarrolladas en medio MS con el contenido de nitrato reducido.

De acuerdo al andlisis del espectro de RMN 'H (Figura 11), este compuesto mostré a
campo bajo dos sefiales simples que indican un acoplamiento, caracteristico de dos anillos
aromaticos (Ay B) en 8 7.62 (H-a) y 8 7.10 (H-b). Cada una de las sefiales integran para un solo

protén, definiéndose que ambos anillos estan penta sustituidos.
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Figura 11. Espectro de RMN *H del compuesto 1 (CDCl; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS
con el contenido de nitrato reducido.

61



Mediante el experimento HSQC (Figura 12), se determind la correlacién que existe entre
cada uno de los protones (H-a y H-b) con las sefiales de carbono (Figura 13). El protén H-a

correlaciona con una sefial de carbono en & 115.29 y el protdn H-b correlaciona con la sefial de

carbono en 6 120.08.

Figura 12. Espectro de HSQC del compuesto 1 (CD3;COCD3; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS

con el contenido de nitrato reducido.
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Figura 13. Espectro de RMN **C del compuesto 1 (CDCl; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS

con el contenido de nitrato reducido.
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Las sefiales del espectro HMBC (Figura 14) muestran la conectividad entre los dos
anillos a través de la correlacién de la sefial a *3J en § 7.62 (H-5) del anillo A, con las sefiales
de carbono en 8 156.86, 140.20, 133.12, 118.96 y 18.24 que fueron asignadas a los carbonos
C-4, C-7, C-9, C-10 y C-15 respectivamente, proponiendo al naftaleno como estructura base.
Adicionalmente se encontraron correlaciones de la sefial en & 7.10 (H-3) del anillo B con los
carbonos C-1, C-2, C-10, C-11y C-12 (Figura 15).

c-10

Cc-15

H3 44 s

H-5

Figura 14. Espectro de HMBC del compuesto 1 (CD;COCD3; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS
con el contenido de nitrato reducido.

Figura 15. a) Correlaciones HMBC para el H-3 y b) correlaciones HMBC para el H-5 del
compuesto 1 derivado del extracto de diclorometano: metanol de las biomasas celulares de
S. angustifolia desarrolladas en medio MS con el contenido de nitrato reducido.
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En el espectro de RMN 'H se observé una sefial heptuplete en & 3.70 (H-11) con una
constante de acoplamiento de J = 6.9 Hz caracteristica de un metino que es asignado a un
grupo isopropilo (Figura 15). En el experimento COSY (Figura 16), esta sefial mostré una
correlacion con una sefial doblete en & 1.37 (H-13 y H-14) que integra para seis protones (6H, d,
J = 6.9 Hz) que corresponden a los dos metilos del isopropilo que se correlacionan con el C-13
y C-14 (5 23.74) de acuerdo con el experimento HSQC (Figura 12).

H-13, H-14

H-15

H-11
H-S5  H-3

H-13, H-14 0 o o o —

war | / ’ y

H-3
H-5 g o

Figura 16. Espectro de 'H — 'H COSY del compuesto 1 (CD;COCD3 400 MHz) derivado del
extracto de diclorometano:metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en
medio MS con el contenido de nitrato reducido.

La ubicacién de los grupos isopropilo y metilo en el compuesto 1 se hizo por la
correlacion a tres ligaduras de la sefial doble (8 1.37, 6H, d, H-13 y H-14) con el carbono de la
posicion C-4 (8 156.86) y de la sefial simple (6 2.37, 3H, s, H-15) con los carbonos de la
posicién C-6 (6 130.18) y C-7 (5 140.20) mediante el experimento HMBC (Figura 14).

El espectro de IR mostr6 bandas de absorcién a 3368 para el grupo hidroxilo del radical

acido y 1710 para el grupo carbonilo de la molécula (Figura 18).
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Figura 17. Espectro de IR del compuesto 1 (CD3;COCD3; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS
con el contenido de nitrato reducido.
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Figura 18. Espectro de masas del compuesto 1 (CD3;COCD3; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS
con el contenido de nitrato reducido.
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La estructura de este compuesto se confirmo por espectrometria de masas mediante las
técnicas de FAB-MS m/z 313 [M + NaJ*, 273 [M — OH]' y HRFABMS m/z 273.1128 [M — OHJ",

determinando un peso molecular de 290 g/mol que corresponde a C;6H1505 (Figura 18).

Los datos espectroscOpicos obtenidos de RMN en 1 y 2 dimensiones homo y

heteronucleares (Tabla 5), permitieron establecer la identidad estructural para el compuesto 1

como acido 2-(1,8-dihidroxi-4-isopropil-6-metil-7-metoxi) naftoico (Figura 19), el cual se aislé y

caracterizé por primera vez en cultivos de células en suspensién de S. angutifolia, por lo que se

le asigno el nombre de acido sphaeralcico.

Tabla 5. Datos de RMN de 'H y *C (400 MHz, CD;COCD; & ppm) determinados para el

compuesto 1

Posicion 5 °c, 5 'H (J en Hz) HMBC
1 158.41, C

2 99.57,C

3 115.29,CH | 7.10, s 1,2,10,11,12
4 156.86, C

5 120.08,CH | 7.62,s 4,7,9,10, 15
6 130.18, C

7 140.20, C

8 133.36, C

9 133.12,C

10 118.96, C

11 29.92, CH 3.70, h (J=6.9) 3,4,5,10,13,14
12 165.55, C

13,14 23.74,CH; | 1.37,d (J=6.9) 4,11

15 18.24, CH; | 2.37 56,7

OCHj 60.22 4.27,s 7
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Figura 19. Estructura del compuesto 1 asignado con el nombre &cido 2-(1,8-dihidroxi-4-
isopropil-6-metil-7-metoxi) naftoico (acido sphaeralcico) aislado de cultivos de células de
suspension de S. angustifolia.

7.2 Purificacion y caracterizacion estructural del compuesto 2

El compuesto 2 se obtuvo de las subfracciones F5;-F5¢ (11 mg, 0.12% de rendimiento por
extracto y 0.003% de rendimiento por biomasa) derivadas de la fraccion F5 (152 mg) del
extracto (CH.Cl,:CH30OH), como un aceite de color amarillo soluble en metanol. El
andlisis por HPLC mostré una sefial bien definida con un tr=11.20 min (Figura 20) y
espectro de absorcion con longitudes de onda de méxima absorcion (Amax= 202.8,
228.6, 254.5 y 343.4 nm), similares a las observadas en las hidroxicumarinas
(escopoletina, Amax= 204.0, 228.6, 295.9 y 345.8 nm y esculetina, Amax= 204.0, 226.0,
298.0 y 344.0 nm).

11.20 min

Figura 20. Cromatograma de HPLC (a) y espectro de absorcion (b) del compuesto 2 derivado
del extracto de diclorometano: metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia
desarrolladas en medio MS con el contenido de nitrato reducido.
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El andlisis del espctro de RMN *H (Figura 21) mostr6 dos sefiales dobletes en § 6.2 y
7.8 (H-a y H-b) que integran cada uno para un solo protén, con una constante de acoplamiento
de 9 Hz que comparten entre ellos, por lo que esta sefial se asigha a dobles enlaces de tipo cis.
Adicionalmente, se obtuvo otra sefial singulete en & 6.9 que integra para un protén
correspondiendo a un anillo aromatico que se encuentra penta sustituido; ademas, se
observaron dos sefales singuletes en & 3.8 y 3.9 que integran para tres protones cada una
correspondiendo a dos metoxilos. De acuerdo al analisis por RMN *H se determiné que este
compuesto estructuralmente podria definir a tomentina y/o fraxidina. La comparacion de los
datos con los descritos en la literatura (Hammoda et al., 2008) y el andlisis del espectro NOESY
(Figura 22) determinaron que se trata de 5-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina, denominada tomentina
(Figura 24), debido a que no se observd ninguna interaccion a través de campo entre los
protones H-4 y H-5.

3.9
3.8

7.8
6.9
6.2

Figura 21. Espectro de RMN 'H del compuesto 2 (CDCl; 400 MHz) derivado del extracto de
diclorometano:metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia establecidas en el medio
MS con el contenido de nitratos reducido.
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Figura 22. Espectro de 'H — 'H NOESY del compuesto 2 (CD;COCD; 400 MHz) derivado del
extracto de diclorometano:metanol de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en
medio MS con el contenido de nitrato reducido.
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Figura 23. Estructura del compuesto 2 determinado como 5-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina
(tomentina) aislado de las biomasas celulares de S. angustifolia desarrolladas en medio MS con
el contenido de nitrato reducido.
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7.3 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de 4cido sphaeralcico y tomentina

7.3.1 Modelo de edema subplantar inducido con carragenina
Los compuestos aislados 1 (acido sphaeralcico) y 2 (tomentina) fueron analizados en dos
modelos de inflamacién aguda en ratén. En el modelo de edema subplantar inducido con
carragenina, el mayor volumen del edema en el grupo control negativo se observé alas 3y 5 h
(1.18 mm) de la evaluacion. Los volimenes de edema subplantar en los grupos tratados con
acido sphaerélcico, tomentina e indometacina (45 mg/Kg) fueron significativamente menores
gue los producidos en el grupo controlala 1, 3,5y 7 h (Tabla 6).

El acido sphaeralcico inhibio la formacion del edema en un 41% durante la primera hora
y 66 % a las 5 h, efecto que se mantuvo (62 %) hasta las 7 h. La tomentina inhibié en un 39 %
la formacion del edema durante la primera hora y 68 % a las 5 h, cuyo efecto se mantuvo hasta
las 7 h (67 %). El farmaco indometacina inhibié la formacién del edema en un 27 % en la
primera hora y 60 % a las 5 h, manteniéndose con un 55 % de inhibicion hasta las 7 h. El
maximo efecto antiinflamatorio observado para tomentina (220 g/mol), acido sphaeralcico (290
g/mol) e indometacina (357 g/mol) se obtuvo a las 5 h después de inducido el dafio con A-
carragenina. Entre los compuestos evaluados no existen diferencias significativa en los
porcentajes de inhibicién a los diferentes tiempos de registro, indicando que la tomentina y el
acido sphaeralcico presentan una actividad anti-inflamatoria similar a la del farmaco

indometacina (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad inhibitoria del desarrollo del edema subplantar de ratén inducido con
carragenina de los compuestos aislados acido sphaerédlcico, tomentina y el farmaco
indometacina.

Tiempo Edema (mm)
(") control tomentina acido indometacina Foos
sphaerélcico
1 0.78+£0.2 0.47 £0.1** 0.46 £ 0.1** 0.57 £0.1* 6.08
3 1.18+0.3 0.65 + 0.0** 0.57 £0.1** 0.59 £ 0.2** 17.08
5 1.18+0.3 0.38 £ 0.2** 0.40 £ 0.1** 0.47 £0.3** 16.73
7 1.07£0.3 0.35+0.1** 0.41 £0.1* 0.48 £ 0.2** 15.23
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Tiempo Inhibicién del edema (%)
() control tomentina acido indometacina Fo.s
sphaeralcico
1 - 39+2.6 41 +5.1 27+53 1.71
3 - 45+ 1.7 52+3.9 50+4.9 0.65
5 - 68+5.7 66 + 3.7 60 + 3.3 0.50
7 - 67+3.9 62+6.0 55+5.3 1.22

Administrados via i.p. a dosis de 45 mg/kg. Media+tEEM. n=10. Los volimenes de edema subplantar y los
porcentajes de inhibicidn son significativamente diferentes cuando son seguidos por ** (p < 0.01) de acuerdo a la
prueba de rangos multiples de Tukey (p < 0.05).

7.3.2 Modelo de edema auricular inducido con TPA

Los compuestos tomentina y acido sphaeralcico se evaluaron también empleando el modelo de
edema auricular inducido con el proinflamatorio TPA (2.5 ug). En el grupo control negativo,
después de 4 h se registr6 el maximo nivel de inflamacion (12.4 mg) considerado como el 100%
(Tabla 7). Los pesos de las orejas de los grupos tratados con los compuestos aislados y los
controles positivos fueron mas bajos que los producidos en el grupo del control negativo (Fgos=
6.12; p = 0.0056; Tukey testy s = 3.32).

El acido sphaeralcico presentd un 86.6 % de inhibicion del edema auricular (Tabla 7),
mientras que la tomentina solo tuvo un 47.5 % de inhibicion. Los controles positivos utilizados,
indometacina y naproxeno, inhibieron la formacion del edema en un 59.3% y 54.6%,
respectivamente. Se determinaron diferencias significativas entre los porcentajes de inhibicion
de los tratamientos (Foos = 7.81; p = 0.006; Tukey testyos = 4.973), el acido sphaeralcico fue
mas activo (p <0.05) que la tomentina y el naproxeno, con una actividad similar a la
indometacina; mientras que la actividad de la tomentina fue similar a la de los farmacos
sintéticos (p >0.1). El 4&cido sphaeralcico presentd un efecto dosis dependiente con una dosis
efectiva cincuenta (DEs) de 0.54 mg/oreja (93 mM) (Figura 24).

Las cumarinas presentes en las plantas se consideran un grupo de metabolitos
secundarios fendlicos estructuralmente constituidos por la fusion de un anillo de benceno y uno
de pirano. Esta clase de compuestos varian ampliamente en estructura debido a los diversos
tipos de sustituciones en sus anillos, que puede influir en su actividad biolégica. Principalmente
la presencia de radicales (hidroxilo y metoxilo) en las posiciones 5, 6 y 7 les confiere un potente

efecto inhibitorio de la actividad de las enzimas lipooxigenasa (LOX) y la ciclooxigenasa (COX),
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enzimas involucradas en la oxidacion del acido araquidénico, precursor de moléculas

proinflamatorias como los leucotrienos y las prostanglandinas (Fylaktakidou et al., 2004).
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Los volimenes de edema auricular y los porcentajes de inhibicién son significativamente diferentes cuando son
seguidos por * (p < 0.05) 6 ** (p < 0.01) de acuerdo a la prueba de rangos multiples de Tukey (p < 0.05).

Figura 24. Relaciéon entre la dosis de acido sphaeralcico y el porcentaje de inhibicion del edema
auricular, asi como entre la dosis y el peso del edema auricular del ratén inducido con 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). La linea de ajuste fue generada por regresién lineal de los
datos. Media + EEM (n=5).

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de tomentina, acido sphaeralcico, naproxeno e indometacina
en el modelo de edema auricular en ratén.

Compuesto Edema (mg) p Edema (%) Inhibicion del edema (%)
Control 124+1.1 - 100 -
Tomentina 6.5+ 0.9* 0.002 525+7.3 475+£6.7*
Acido sphaeralcico | 1.6 £ 0.4** | <0.001 13.4+3.2 86.6 + 3.2 **
Indometacina 50+1.1* | <0.001 40.7 £9.0 590.3+7.6**
Naproxeno 5.6 + 0.8 | <0.001 454 £ 6.7 546+6.8 *
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La escopoletina es el compuesto activo (antiinflamatorio) identificado en el extracto de
diclorometano de las partes aéreas de S. angustifolia. Se ha demostrado que este compuesto
es capaz de mejorar los sintomas clinicos de la artritis en ratas, debido a que reduce el nUmero
de nuevos vasos sanguineos formados en el liquido sinovial y también inhibe inductores
enddgenos angiogénicos como el TNF-a e interleucina IL-6 (Pan et al., 2010). La tomentina
aislada de los cultivos de células en suspension de S. angustifolia mostr6 una importante
actividad inhibitoria en la formacién de los edemas subplantar y auricular, indicando que este
compuesto tiene actividad antiinflamatoria similar a lo observado por los farmacos indometacina
y naproxeno utilizando la misma dosis. La tomentina ha sido aislada de las raices de otras
especies vegetales como Jatropha curca, Platymiscium floribundum, Artemisia monosperma; no
obstante, en ninguna de ellas se ha reportado la actividad antiinflamatoria de este compuesto
(Ravindranath et al., 2004; Hammoda et al., 2008; Ludy y Hernandez-Rodriguez, 2012).

El acido sphaerélcico fue identificado como un derivado del 4cido naftoico obtenido de
las rutas biosintéticas del acido shikimico y acido mevalénico. A partir de la via del &cido
shikimico se obtiene el &cido p-hidroxibenzoico; posteriormente, cadenas de unidades de
isopreno obtenidas de la via del acido mevalénico se unen al acido p-hidroxibenzoico para
producir una variedad de derivados del 4cido naftoico, como el acido sphaerélcico.

Se han identificado otros compuestos derivados del naftaleno como acido 1,4-dihidroxi-
2-naftoico presente en Rubia cordiflora el cual induce apoptosis en queratinocitos de humanos
teniendo una aplicacidn potencial para el tratamiento de la psoriasis (Mok et al., 2013), también
se ha probado que reduce la inflamacion en ratones con colitis deficientes de interleucina 10 (IL-
10) (Okada et al., 2013). El lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil) naftaleno-1,4-diona) se ha
identificado en Tabebuia heptaphyla, lapachenol (2H-nafto-(1,2-b) pirano) en Putoria calabrica,
T. heptaphyla, Paratecoma peroba y P. alba. El compuesto 2,4-dihidroxi-3-(2,3-dihidroxi-3-metil-
1-oxo-butil)-1-metoxinaftaleno esta presente en T. heptaphyla, 1-naftil-isopentil éter en Galium
mollugo y 4-metoxi-1-naftol en Asperula odorata (Burnett y Thomson, 1968; Gonzalez et al.,
1997; Schmeda y Papastergiou, 2003).

Algunos compuestos sintéticos derivados del acido naftoico se carcaterizan por
presentar efecto antiinflamatorio como en el caso del compuesto 6-[3-(1-adamantil)-4-
metoxifenil]-2-acido naftoico, farmaco comercialmente conocido como adapaleno y utilizado
para el tratamiento del acné. Los efectos antiinflamatorios de adapaleno demostrado en
modelos in vitro e in vivo se deben a la inhibicibn del metabolismo oxidativo del &cido
araquidonico, por inhibicibn de la enzima LOX (Millikan, 2001). Otro compuesto

estructuralmente similar es el acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico, farmaco
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comercialmente conocido como naproxeno, potente antiinflamatorio no esteroideo (AINE)
empleado en el tratamiento del dolor, la inflamacién y la rigidez provocados por afecciones
como la osteoartritis y la artritis reumatoide, el cual actia inhibiendo la sintesis de la enzima
COX.

El 4cido sphaerdlcico presentdé una actividad 66% de inhibicion sobre el edema
subplantar en los ratones con una actividad similar a la indometacina y un 86% de inhibicion del
edema auricular superior a la del farmaco naproxeno, compuesto activo de la misma naturaleza
quimica. El efecto obtenido en los modelos experimentales sugiere a este compuesto como un

potente antiinflamatorio.

7.4 Optimizacion de la concentracion de nitratos y cobre en el medio de cultivo
de Murashige ySkoog utilizando la Metodologia de Superficie de Respuesta

7.4.1 Cinéticas de crecimiento en el modelo de Disefio Factorial 2

Los cultivos de células en suspension de S. angustifolia presentaron cambios de coloracion en
la biomasa dependiendo de las concentraciones de nitrato y cobre utilizados en el medio MS,
transformando la pigmentacion verde inicial de los cultivos a rosa-blanquecino a partir del tercer

dia de cultivo (Figura 25).

Figura 25. Cultivos de células en suspension de S. angustifolia establecidos en medio MS
completo (a) y con 2.74 mM de nitratos y 0.1 uM de cobre (b) en el modelo de Disefio Factorial
(DF) 2K,
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Las curvas de crecimiento obtenidas en los cultivos de células en suspensién mostraron
un comportamiento similar de tipo sigmoideo (Figura 26). En todos los tratamientos la fase de
latencia duro sélo 2 dias; posteriormente, se inici6 la fase de crecimiento logaritmico
alcanzando las biomasas méaximas entre los 9 y 16 dias de cultivo. Posteriormente, las células
se mantuvieron en fase estacionaria y entre los 18 y 21 dias se observé una declinacién del
crecimiento de la suspensién celular. Entre los dias 21 y 23 de cultivo, en el tratamiento
desarrollado con bajo contenido de ambos nutrientes (nitratos 0.685 mM, cobre 0.1 uM) se
presenté un nuevo arranque en el crecimiento (Figura 26).

De acuerdo al analisis de varianza, los niveles de nitrato y cobre en el medio no
modificaron la velocidad de crecimiento (4) ni el tiempo de duplicacién (td) (Tabla 8 y 9). El
analisis factorial indicé que el crecimiento al final de la fase logaritmica (9 dias de cultivo) varié
significativamente por efecto combinado del nitrato y del cobre; el desarrollo de la biomasa se
optimiza al incrementarse el contenido de nitrato en el medio MS y disminuyendo el del cobre
(Figura 26 y Tabla 9). Los pardmetros de crecimiento determinados en los cultivos (Tabla 8)
estan dentro de los valores reportados para otras especies vegetales (Gunter et al., 2005;
Nicasio-Torres et al., 2012; Tapia et al., 2013; Osuna et al., 2013).

De acuerdo al analisis de varianza, los niveles de nitrato y cobre en el medio no
modificaron la velocidad de crecimiento (i) ni el tiempo de duplicacion (td) (Tablas 8 y 9). El
analisis del disefio factorial indica que el crecimiento al final de la fase logaritmica (9 dias de
cultivo) varié significativamente por efecto combinado del nitrato y del cobre; indicando que el
desarrollo de la biomasa se optimiza al incrementarse el contenido de nitrato en el medio MS y
disminuyendo el del cobre (Figura 27, Tabla 9). Los parametros de crecimiento determinados en
los cultivos desarrollados en el modelo de disefio factorial 2¢ (Tabla 8) estan dentro de los
valores reportados para otras especies vegetales (Gunter et al.,, 2005; Nicasio-Torres et al.,
2012; Tapia et al., 2013; Osuna et al., 2013).

El analisis estadistico sobre el crecimiento en el disefio factorial mostré que el contenido
de nitrato debe incrementar (2.74 mM), mientras que el cobre debe disminuir (0.1 pM) para
obtener el mejor crecimiento (Tabla 10). En los cultivos celulares desarrollados con 2.74 mM de
nitratos (14.62 g/L) la biomasa maxima obtenida fue de 14.25 g/L a los 9 dias de cultivo,
resultados similares fueron obtenidos en cultivos desarrollados en el medio MS completo (27.4

mM de nitratos) a los 21 dias de cultivo (Pérez, 2009).
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Figura 26. Curvas de crecimiento de cultivos en lote de células en suspension de S. angustifolia
variando las concentraciones de nitratos y de cobre en el medio de cultivo MS mediante el
Disefio Factorial 2X. Media+EEM (n=3).

Tabla 8. Parametros de crecimiento de los cultivo de células en suspensién de S. angustifolia en
lote desarrollados en medio de Murashigue y Skoog complementado con diferentes niveles de
nitrato y cobre en el Disefio Factorial 2.

X1 X2 NOs cu® H td Biomasa maxima
(NOZ) | (Cu®™) | (mM) | (uM) (dias ™) | (dias) (g/L)

+1 -1 2.74 0.1 0.389 1.78 14.25

-1 -1 0.685 0.1 0.317 2.18 7.54

+1 +1 2.74 2 0.339 2.04 12.79

-1 +1 0.685 2 0.351 1.97 8.41

0 0 1.37 1 0.364 1.90 11.08

Tabla 9. Coeficientes del modelo lineal de los pardmetros de crecimiento de los cultivo de
células en suspension de S. angustifolia obtenidos en el modelo de Disefio Factorial (DF) 2.

Coeficientes (modelo lineal)
Parametros de B0 Bl B2 B1,2
crecimiento (NO5) (Cu2+) (NO3')(Cu2+)
u 0.376 0.012 -0.007 0.008
td 1.708 0.017 0.081 -0.072
Bmax 9.580 2.601* | -0.421** 0.346**

Los valores de los coeficientes fueron significativamente diferentes cuando estos son seguidos por ** (p < 0.01) de
acuerdo a la prueba de rangos mudltiples Tukey (p < 0.05).

76



La biomasa maxima obtenida en los cultivos celulares de Gymnema sylvestre y
Withania somnifera crecidos en medio de cultivo MS con 18.80 mM de nitratos fue de (14.95
g/L 'y 9.29 g/L) a los 21 dias. En los cultivos de células en suspension de Centella asiatica
crecidos en 15 mM de nitratos se obtuvo una biomasa de 16 g/L a los 14 dias de cultivo. Los
cultivos celulares de Cecropia obtusifolia crecidos en medio MS con 27.4 mM y 16 mM de
nitratos, desarrollaron una biomasa de 16 g/L a los 26 dias; sin embargo, la disminucion a 8 mM
de nitratos redujo el crecimiento a la mitad (Omar et al., 2005; Praveen y Murthy, 2011; Praveen
et al., 2011; Nicasio-Torres et al., 2012).

En plantas de cassava tratadas con diferentes concentraciones de nitratos se observo
un crecimiento lineal al ir incrementando el contenido de nitratos; ademas, se considerd que
concentraciones de 12 mM de nitratos no es una limitante en el crecimiento (Cruz et al., 2004).

En los cultivos celulares de S. angustiffolia el andlisis estadistico mostré que la
reduccion en el contenido de nitratos a 0.685 mM, si afecté el crecimiento celular a partir del dia
siete; ademas de afectar el aspecto fisioldgico de las células cambiando su pigmentaciéon de
verde a café y generando la formacion de aglomerados celulares con textura dura. Cabe asumir
gue la reduccion en el contenido de nitratos podria estar relacionada a un proceso de
lignificacién, provocado por el exceso de fenoles simples inducido por la restriccion en el
contenido de nitrato. En plantas silvestres de Nicotiana tabacum deficientes de nitratos (60
veces) se observd un incremento en el contenido de algunos fenilpropanoides como el acido p-
cumarico, 4cido cinamico, acido caféico, acido benzoico y acido clorogénico, incrementandose
también la lignificacion de las hojas (Cruz et al., 2004; Fritz et al., 2006).

La interaccién entre el metabolismo del nitrdgeno y carbono modulan muchos aspectos
del metabolismo, fisiologia y desarrollo de la célula. Al modificar el contenido de carbono y/o de
nitrégeno se conduce a una reprogramacion coordinada del metabolismo, algunos de los
metabolitos primarios del carbono y nitrégeno se modifican paralelamente en lugar de generar
un efecto antagonico. En plantas limitadas de nitrogeno el exceso de carbohidratos se
acumulan en forma de almidon, mientras que los contenidos de azucares solubles y de
aminoacidos disminuyen (Fritz et al., 2006). Cientos de genes se ven alterados por el
desbalance nutricional entre el carbono y el nitrdgeno, entre estos se incluyen los genes
envueltos en la asimilaciéon de nitrato (reduccién de la transcripcion de la nitrato reductasa; NR),
los que participan en el catabolismo de aminoéacidos, nucleétidos, lipidos, proteinas, sintesis de
pared celular y otros componentes celulares que conllevan a la inhibicion del crecimiento
(George et al., 2008).
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Con respecto al cobre, en altas concentraciones puede generar alteraciones en los
procesos fisiol6gicos basicos como la fotosintesis, el transporte de electrones en la mitocondria,
asimilaciéon del nitrégeno, conformacion de la membrana celular, dafio al sistema de
endomembranas, la pared celular y la actividad enziméatica, lo que conlleva a una inhibicion del
crecimiento celular. También se ha reportado que incrementos celulares de cobre superiores a
10 veces resultan toxicos para las células (Maksymiec, 1997; Krzeslowska, 2011).

Se ha sugerido que el primer efecto de los metales es incrementar la actividad de la
NADPH oxidasa generando un incremento en el contenido de EROS y de ERN, lo que genera la
peroxidacion lipidica de membranas, alterando la estructura de la membrana y la pared celular
(Mithofer et al., 2004; Gérecka et al., 2007).

La pared celular es uno de los componentes celulares que funciona como un mecanismo
de defensa para las plantas, generalmente se conoce que este compartimento acumula,
deposita y secuestra cationes divalentes y trivalentes toxicos que en altas concentraciones
alteran su estructura. Una de las alteraciones més notables debido a la presencia de metales es
el aumento en los niveles de pectina. Estas modificaciones incrementan la rigidez de la pared
celular volviéndola menos laxa, disminuyendo la permeabilidad y/o migracion de diferentes
moléculas dentro de la célula, como entre las células, limitando con ello el crecimiento
(Krzeslowska et al., 2011).

Resultados similares se han observado en cultivos de Nicotiana tabacum utilizando
concentraciones de 0.1 uM de cobre, mientras que a concentraciones de 100-200 uM fueron
toxicos para estos cultivos. Sin embargo, concentraciones de 10 uM estimularon los procesos
morfogenéticos durante la micropropagacion de Dendrobium kingiannum, ademas de resultar
Optimos para la androgénesis de Hordeum vulgare. Segun Gorecka et al., (2007)
concentraciones de 1-10 uM causan una fuerte reduccién en el crecimiento de cultivos de
zanahoria (Szafranska et al., 2010).

Aungue los resultados de los pardmetros de crecimiento obtenidos en el disefio factorial
2% no fueron utilizados para la optimizaciéon de los cultivos de células en suspension de S.
angustifolia son de gran importancia. A partir de ellos podemos establecer si los cultivos
celulares tienen un crecimiento 6ptimo y de qué manera estdn siendo modificados y/o

afectados por las variables a evaluar.
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7.4.2 Cinéticas de produccion de escopoletina, tomentina y 4cido sphaeralcico
en el modelo de Disefio Factorial 2¢

El disefio factorial 2 (DF) permiti6 analizar de manera general el efecto de los nitratos y cobre,
asi como la interaccion de ambos factores sobre la producciéon de escopoletina, tomentina y
acido sphaeralcico en los cultivos de células en suspension de S. angustifolia. Asimismo, fue la
base para generar el modelo matematico a partir del cual fue posible establecer los intervalos
en las concentraciones de nitratos y cobre para optimizar la producciéon de estos compuestos.
Los valores de las variables se codificaron en dos niveles (+1, -1), a partir de las
concentraciones de nitratos (2.74 mM) y cobre (0.1uM), previamente establecidos en el medio
de cultivo MS, para estimular la produccién de los compuestos con actividad antiinflamatoria.

En los cultivos de células en suspension de S. angustifolia escopoletina, tomenina
(Figura 27a) y acido sphaerélcico (Figura 27b), fueron principalmente excretados al medio de
cultivo al inicio de la fase de crecimiento logaritmico (2 y 4 dias); posteriormente, el contenido
de los compuestos decliné manteniéndose en concentraciones bajas durante todo el periodo del
cultivo (23 dias). Los compuestos también se acumularon en las biomasas celulares. La
produccién de cumarinas esta asociada al crecimiento (Figura 28 a), siendo los dias 7 al 11 el
periodo de maxima acumulacion, posteriormente su contenido disminuyo.

Las concentraciones de las cumarinas (tomentina y escopoletina) fueron mayores en el
medio de cultivo (4158 ug/L a los 2 dias y 3871 ug/L a los 4 dias) y se obtuvieron en un periodo
de cultivo mas corto, en comparacion con lo maximo acumulado en las biomasas a los 7 (643
Mg/L) y a los 11 dias (654 pg/L) de desarrollo. Un comportamiento similar se observé en la
acumulacién de &cido sphaerélcico (Figura 28 b). Este compuesto comenz6 a acumularse en
biomasa cuando su concentracion disminuyo en el medio de cultivo y se incremento hasta el
final de la fase de crecimiento logaritmico, a continuacion los niveles decayeron (115-412 ug/L).
En los cultivos desarrollados en medio MS con 2.74 mM de nitratos y 2 uM de cobre se obtuvo
el mayor contenido extracelular de cumarinas (4,136 ug/L) y acido sphaeralcico (1,441 ug/L),
ademas, el crecimiento de la suspension celular no se modific6. En cambio, el contenido en
biomasa de ambos tipos de compuestos se favorecié con 0.685 mM y 2.74 mM de nitrato

independientemente del contenido de cobre (Tabla 10y 11).
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Tabla 10. Contenidos de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeréalcico en medios
de cultivo de células en suspension de S. angustifolia desarrollados en medio de Murashigue y
Skoog complementado con diferentes niveles de nitrato y cobre en el Disefio Factorial (DF) 2.

Cumarinas Acido sphaeralcico
X1 X2 NO; | cu* (ng/L) (ng/L)
(NO3) | (Cu™) (i | D 2 dias 4 dias 2 dias 4 dias
+1 -1 2.74 0.1 |1798.19+114.65| 631.02 +421.01 43.96 + 2.82 46.37 £ 5.83
-1 +1 0.685 2 744.11 + 300.43 979.42 + 275.80 47.30 £ 1.05 46.16 £ 0.42
+1 +1 2.74 2 | 4136.96 £188.17 | 3850.11 + 291.77 | 648.91 + 39.69 |1442.06 + 119.24
-1 -1 0.685 | 0.1 |1593.44+346.93 | 683.41+15.83 |[350.08+ 151.02| 246.95 + 27.35
0 0 1.37 1 1174.19 £ 166.43 | 984.56 + 380.06 51.02 + 3.06 57.77 £10.43
Media +tEEM; n=3

Tabla 11. Acumulacién de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico en los
cultivos de células en suspension de S. angustifolia desarrollados en medio de Murashige y
Skoog complementado con diferentes niveles de nitrato y cobre en el Disefio Factorial (DF) 2.

X1 X2 | NOg | cu* Cumarinas (ug/L) Acido sphaeralcico (ug/L)
(NO5) | (Cu*) | (MM) | (uM) 2 dias 4 dias 2 dias 4 dias

+1 -1 274 | 01 95.51 +4.26 90.71£4.43 15.17+0.64 | 10.37+0.74

-1 +1 [0.685| 2 |119.79+13.60 | 216.67 +29.47 (135.17 £56.42(121.28 + 10.77

+1 +1 2.74 2 236.45+16.59 | 184.08 +21.32 | 14.73£0.36 19.85 + 3.97

-1 -1 10.685( 0.1 | 88.00+15.01 | 14444 +10.71 | 24.35+1.67 18.29 +1.39

0 0 1.37 1 129.45 + 4.58 87.17 £6.43 |69.03+2857| 37.27 +13.98

Media tEEM (n=3)

Con el analisis de varianza desarrollado a los datos de este experimento, fue posible

obtener los modelos mateméaticos que describen el efecto significativo del nitrato (1) y del

cobre (B2) sobre la excrecion de escopoletina y tomentina a los 2 y 4 dias, asi como de acido

sphaeralcico a los 4 dias, indicando que las concentraciones de ambas variables de manera

independiente o en interacciéon (B1, 2) deben incrementarse para favorecer su produccién
(Tabla 12).

80



Tabla 12. Coeficientes del modelo lineal del Disefio Factorial (DF) 2* sobre la produccion y la
excrecidn de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico de los cultivo de células
en suspensién de S. angustifolia obtenidos en el modelo.

Produccion Coeficientes (modelo lineal)
(metabolitos excretados) BO B1 B2 B1,2
(NOg) | (Cu™) | (NOg)(Cu™)
Cumarinas (2 dias) 1856.49* | 858.46* | 843.73* 423.97*
Cumarinas (4 dias) 1437.39* | 728.52* | 758.12* 911.14*
Acido sphaeralcico (2 dias) 228.19 73.83 75.53 226.92*
Acido sphaeralcico (4 dias) 367.79 | 298.81* | 298.71* 399.09*

Los valores de los coeficientes fueron significativamente diferentes cuando estos son seguidos por * (p < 0.05).

Asimismo, el andlisis estadistico indicé que la acumulacién de cumarinas y acido sphaeralcico a
los 2 y 4 dias de cultivo, se favorece por la interaccion de los contenidos de nitrato y cobre en el
medio de cultivo. Aunque de manera individual los efectos de cada variable son diferentes, el
contenido de nitratos debe de disminuir mientras que el de cobre debe incrementarse para
favorecer la produccion de los compuestos activos (Tabla 13). Los contenidos a los 2 y 4 dias
de cultivo son similares tanto para las cumarinas como para el acido sphaeralcico. Los niveles
detectados de cumarinas (2 dias) y los de acido sphaeralcico (4 dias) son 17.5 y 73 veces
menores a los detectados en el medio de cultivo.

Los datos obtenidos en cada experimento permitieron analizar la respuesta
correspondiente al comportamiento de los cultivos celulares a los estimulos de la concentracion
de nitratos y cobre en el medio de cultivo; sin embargo, el andlisis del contenido de tomentina,
escopoletina y acido sphaeralcico liberado al medio y acumulado en las biomasas se realiz6 a
partir de los resultados obtenidos luego de 2 y 4 dias de crecimiento, siendo estos los tiempos

determinados para la maxima produccion de dichos compuestos.
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Figura 27. Cinéticas de contenido en medio de cultivo de a) cumarinas (escopoletina y
tomentina) y b) acido sphaeralcico en los cultivos en suspension de S. angustifolia variando las
concentraciones de nitratos y de cobre en el medio MS mediante el Disefio Factorial (DF) 2X.

MediatEEM (n=3).
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Figura 28. Cinéticas de contenido en biomasas de a) cumarinas (escopoletina y tomentina) y b)
acido sphaeralcico en los cultivos de células en suspension de S. angustifolia variando las
concentraciones de nitrato y cobre en el medio MS mediante el Disefio Factorial (DF) 2.
MediatEEM (n=3).
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Tabla 13. Coeficientes del modelo lineal de la produccion de cumarinas (tomentina y
escopoletina) y acido sphaeralcico de los cultivos de células en suspension de S. angustifolia
obtenidos en el modelo de Disefio Factorial (DF) 2.

Produccion Coeficientes (modelo lineal)
(metabolitos acumulados) O B 1 B2 B 1,2
(NOs) | (Cu®) | (NOg)(Cu™)
Cumarinas (2 dias) 133.86 | 31.01* | 27.26* 43.20*
Cumarinas (4 dias) 144.61 | -21.58 5.28 41.40*
Acido sphaeralcico (2 dias) | 51.69 | -32.40 | 27.59 27.81*
Acido sphaerélcico (4 dias) | 41.60 | -27.10* | 28.38* 23.11*

Los valores de los coeficientes fueron significativamente diferentes cuando estos son seguidos por * (p < 0.05).

7.4.3 Cinéticas de produccion de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico

en la metodologia de paso ascendente

Este estudio se enfocd en optimizar la produccién de los compuestos activos, sin dejar de tomar
en cuenta el comportamiento del crecimiento celular siendo este uno de los factores asociado a
la produccion. El disefio factorial 2X nos permitié conocer el efecto de los nitratos y el cobre, asi
como la interaccion significativa de ambos factores sobre la produccion de escopoletina,
tomentina y acido sphaerdlcico. A partir del modelo matematico lineal fue posible ubicar y

acercarse rapidamente a las condiciones de operacion de la regién de respuesta éptima.

La segunda etapa de la metodologia de superficie de respuesta (MSR), es la
metodologia del disefio de paso ascendente (DPA) debido a que el efecto de las variables fue
positivo. De acuerdo a los resultados de crecimiento obtenidos en el modelo de disefio factorial
(DF), el periodo de cultivo para la metodologia del DPA se acorté a 13 dias, ya que
posteriormente las células entran en un estado estacionario; ademas de considerar que son los
tiempos a los que se registran la mayor excrecion y acumulacion (9 y 11 dias) de tomentina,
esopoletina y acido sphaeralcico (Pérez-Hernandez et al., 2014).

Para plantear este procedimiento, se tomé como base la relacién de los coeficientes del
modelo obtenido con la interaccién de las variables nitratos y cobre, sobre la produccion de
cumarinas en el medio de cultivo. Esta etapa experimental permitié identificar el punto de
inflexién en este disefio, que fungiria como el punto central de un disefio mas complejo, con el
gue fue posible identificar las condiciones para optimizar la produccién de cumarinas y acido

spheralcico.
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En el modelo DPA, los cultivos celulares desarrollados bajo las combinaciones
experimentales de 2.74 mM de NO;3 con 2 uM de Cu®** y 6.85 mM de NO5 con 3.84 uM de
Cu?*, mostraron una curva de crecimiento sigmoidea caracteristica de las células vegetales
(Figura 29). No obstante, el crecimiento de la suspension celular se redujo en un 74% en los
cultivos desarrollados con mayores contenidos de ambos nutrientes (Tabla 14). Los resultados
obtenidos para los parametros de crecimiento (u, td y Bmax), indican que los cultivos de células
en suspension se encuentran lejos de sus condiciones 6ptimas de crecimiento. Asimismo, se
determin6 que el incremento en las concentraciones de cobre en el medio de cultivo por arriba
de 5.68 pM inhibe el crecimiento en las suspensiones celulares, provocando lisis y muerte

celular (Tabla 14 y Figura 29).

el 5,35 MM de NO3-y 3,84 p de Cu2+ 13.70mM de NO3-y 5.68 pM de Cu2+
= 20,55 MM de NO3- y 7.52 pM de Cu2+ 27.4mM de NO3- y 9.36 pM de Cu2+
—B—2.74mM de NO3-y 2 M de Cu2+
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Figura 29. Curvas de crecimiento de cultivos en lote de células en suspension de S. angustifolia
variando las concentraciones de nitratos y de cobre en el medio de cultivo mediante el modelo
de Disefo de Paso Ascendente (DPA). MediatEEM.
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Tabla 14. Parametros de crecimiento de los cultivo de células en suspensién de S. angustifolia
en lote desarrollados en medio de Murashige y Skoog complementado con diferentes niveles de
nitrato y cobre en el Disefio de Paso Ascendente (DPA).

Variables NOg cu® H td Biomasa
codificadas | (mm) | (uM) (dias ) | (dias) Méxima
(g/L)
X1+A 2.74 2 0.389 1.78 12.62
X1+2A 6.85 3.84 0.2351 2.94 3.25
X1+3A 13.70 5.68 NC NC NC
X1+4A 20.55 7.52 NC NC NC
X1+5A 27.4 9.36 NC NC NC

NC, no crecimiento.

El DPA mostré que el mayor contenido de cumarinas (Figura 30 y Tabla 15) en el medio
de cultivo (4,136.96 pg/L) y biomasas (236.45 ug/L) se obtuvo a los 2 dias y la del acido
sphaerélcico (Figura 31 y Tabla 16) a los 4 dias (excreciéon: 1,441.95 ug/L y acumulacion:
1,894.49 ug/L). Ambas respuestas se presentaron bajo las condiciones de origen (2.74 mM de
nitratos y 2 uM de cobre), debido probablemente a que estas son las mejores condiciones de
crecimiento. También se observé que a concentraciones superiores, tanto de nitratos como de
cobre hay una disminucién de la produccién asociada al crecimiento. Esta respuesta fue
validada debido a que la interaccion entre los dos factores (nitratos y cobre) en el modelo de
disefio factorial (DF) resultdé significativa, indicando que se estd cerca de la zona de

optimizacion (Ryswyk y Hecke, 1991).

Tabla 15. Excrecion de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico en cultivos
de células en suspensidn de S. angustifolia variando las concentraciones de nitratos y de cobre
en el modelo de Disefio de Paso Ascendente (DPA). MediatEEM.

Variables | NOj cu* Cumarinas Acido sphaeralcico
codificadas| (mM) | (uM) (ug/L) (ng/L)
2 (dias) 4 (dias) 2 (dias) 4 (dias)
X1+A 2.74 2 4136.96 + 188.17 | 3850.11 +291.77 | 648.79 + 39.70 |1441.95 + 129.25
X1+2A 6.85 | 3.84 115.30 +1.67 165.58 + 31.61 184.06 + 36.39 | 296.08 + 92.34
X1+3A 13.70 | 5.68 116.64 + 0.95 128.64 +8.71 58.75 +58.75 | 161.26 £ 10.52
X1+4A 20.55 | 7.52 126.54 + 8.66 116.33+1.10 148.06 + 77.24 | 133.20+4.84
X1+5A 27.4 | 9.36 177.28 + 14.65 160.71 + 43.24 62.73 + 62.73 131.59+1.41
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Cumarinas (ug/L)

L

acido sphaeralcico (pg/L)

W 274mM deNO3-y 2uM de Cu2+ m 6.85mM de NO3- y 3.84 uyM de Cu2+
13.70mM de NO3-y 5.68 uM de Cu2+ m 20.55mM de NO3-y 7.52 uM de Cu2+
W 27.4mM de NO3- y 9.36 uM de Cu2+
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Figura 30. Excrecion (a) y acumulacion (b) de cumarinas a los dos dias en cultivos de células en
suspension de S. angustifolia variando las concentraciones de nitratos y de cobre en el modelo
de Disefo de Paso Ascendente (DPA). MediatEEM.

W 2.74mM deNO3-y 2 uM de Cu2+ m 6.85mM de NO3- y 3.84 uM de Cu2+ 13.70mM de NO3- y 5.68 uM de Cu2+
m 20.55mM de NO3- y 7.52 yM de Cu2+ m 27.4 mM de NO3- y 9.36 uM de Cu2+
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Figura 31. Excrecion (a) y acumulacion (b) de acido sphaerélcico a los cuatro dias en cultivos
de células en suspension de S. angustifolia variando las concentraciones de nitratos y de cobre
en el modelo de Disefio de Paso Ascendente (DPA). MediatEEM.
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Tabla 16. Acumulacion de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico en
cultivos de células en suspension de S. angustifolia variando las concentraciones de nitratos y
de cobre en el modelo de Disefio de Paso Ascendente (DPA). MediatEEM.

Variables | NOj cu® Cumarinas (ug/L) Acido sphaeralcico (ug/L)
codificadas | (mm) (M)
2 (dias) 4 (dias) 2 (dias) 4 (dias)
X1+A 2.74 2 236.45+16.59 | 184.08 £21.32 | 280.58 £53.09 |1894.49 £912.34

X1+2A 6.85 3.84 [ 148.70 +14.90 | 134.54 +10.20 | 184.64 +34.23 208.82 + 39.54

X1+3A 13.70 5.68 | 208.11+80.18 | 133.18 +18.40 | 170.47 +42.48 174.22+ 58.97

X1+4A 20.55 7.52 128.27 +3.86 | 114.70+1.72 133.85+7.82 114.94 +13.01

X1+5A 27.4 9.36 | 169.55+37.67 | 163.81 +83.69 | 178.12 +39.44 115.36 + 49.76

En el modelo de paso ascendente, tanto para las cumarinas como para el acido
sphaeralcico, se generdé un punto de inflexion de la curva, por lo tanto para encontrar las
condiciones Optimas de cultivo para su produccién fue necesario ampliar el campo de estudio
con intervalos de concentracién cortos. Por lo tanto, para completar el modelo cuadratico
(disefio compuesto central, DCC) y encontrar las condiciones de nitrato y de cobre éptimas fue
necesario afiadir al DF cuatro puntos mas (disefio en estrella, DE) tomando como punto de

origen las condiciones nutricionales de 2.74 mM de nitratos y 2 uM de cobre.

7.4.4 Optimizacion de la producciéon de cumarinas (escopoletinay tomentina)
En el disefio compuesto central (DCC) el analisis de produccion de cumarinas y acido
sphaeralcico, tanto liberado al medio de cultivo como acumulado en las biomasas, se realiz6 a
los 2 y 4 dias de cultivo (Tabla 17 y 18), siendo estos los tiempos de maxima produccion
observados en los modelos de DF y DPA.

Los resultados experimentales indicaron que el nivel maximo de cumarinas excretadas al
medio de cultivo se obtuvo con 2.74 mM de nitrato y 2 yM de cobre (4,136.96 ug/L a los dos
dias); en tanto que a los 2 dias, el nivel 6ptimo para su mayor acumulacién fue con 1.37 mM de
nitratos libre de cobre (267.30 ug/L, Tabla 17).
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Tabla 17. Produccién de cumarinas en cultivos de células en suspension de S. angustifolia
variando las concentraciones de nitratos y de cobre en el modelo de Disefio Compuesto Central
(DCC). MediatEEM.

Excrecion Acumulacion
Xt | X2 | nos | ou* (uglL) (uglL)
(mM) | (uM)
(NO3) | (Cu®) 2 dias 4 dias 2 dias 4 dias
1 1 2.74 2 4136.96+£188.17 | 3850.11 +291.77 | 236.45 + 16.59 | 184.08 + 21.32
-1 1 0.685 2 1593.44 +346.93 | 683.41 +15.83 119.79 +13.60 | 216.67 +4.43
1 -1 2.74 0.1 1798.19 +114.65 | 631.02 +421.01 95.51 + 4.26 90.71 +4.43
-1 -1 0.685 0.1 744.11 £300.43 | 979.42 £+275.80 | 88.00 £ 15.01 | 144.44 +10.71
0 0 1.37 1 1174.19 +166.43 | 984.56 +380.06 | 129.45 +4.58 87.17 £6.43
0 -1.414 1.37 0 800.96 +£182.24 | 281.05+18.00 |267.30+23.94| 98.31+6.34
0 1.414 1.37 241 255.37 £ 60.81 | 1054.27 £297.71 | 154.19 +9.45 | 108.45 + 13.33
-1.414 0 0 1 285.91 +41.02 | 2417.57+269.99 | 148.21 +17.54 | 143.64 + 17.07
1.414 0 2.78 1 371.55+71.38 | 1201.68 +288.63 | 171.31 £ 12.02 | 105.72 +10.24

Tabla 18. Coeficientes de la produccion de cumarinas (escopoletina y tomentina) en cultivos de
células en suspension de S. angustifolia variando las concentraciones de nitratos y de cobre en
el modelo de Diseiio Compuesto Central (DCC). MediatEEM.

Coeficientes (modelo cuadratico)

Metabolitos Z Z

: BO B1 B2 B1,2 B1 B2
Cumarinas (NO3) | (Cu™ | (NOs)(Cu™) | (NO3) | (Cu™)
a 2 dias 1773.17 444.43 327.98 423.97* -22.51 77.23
3
°
Q| 4dias 984.28 148.84 515.27* 912.21* 491.02 -80.09
i
o| 2dias 129.48 17.71 -8.23 39.45* 1.62 27.12
3
E
3| 4dias 87.14 -17.49* 4.43 41.40% 30.01* 19.35
<

Los valores de los coeficientes fueron significativamente diferentes cuando estos son seguidos por * (p < 0.05).

El andlisis del modelo cuadratico indicé que la interaccion entre los nitratos y el cobre,

asi como el incremento en su contenido en el medio de cultivo, tienen un efecto significativo
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sobre la excrecion (Figura 32 a 'y 33 a) y acumulacién (Figura 32 b y 33 b) de las cumarinas
(Tabla 18) a los 2 y 4 dias de cultivo. En relacion a la acumulacion de cumarinas a los 2 dias de
cultivo, los contenidos de nitrato deben de incrementarse y el cobre disminuir, en tanto que a los
4 dias el efecto es inverso, siendo significativa la reduccion del contenido de nitratos (Tabla 18
y Figura 32 b).

Graficamente se predice que la interaccidn de los niveles mas altos (2.42 mM de nitratos
y 1.81 uM de cobre) de las variables estimulan la excrecion y acumulacion de cumarinas (Figura
32 a). El contenido intracelular de cumarinas, a niveles bajos de nitrato (0.32-1.16 mM) se
incrementa al disminuir la concentracioén de cobre (Figura 32 b).

A los 4 dias se hizo evidente que niveles bajos de nitratos (0.32-1.16 mM) libres de
cobre estimulan la produccion y liberacién de las cumarinas; sin embargo, la combinacién de
niveles altos de nitrato (1.37-2.42 mM) e incrementos en el contenido de cobre estimulé también
su produccion (Figura 33 a). Un efecto similar se observé en el contenido intracelular de
cumarinas, la reduccién de nitratos y la combinacién de estos con concentraciones altas de

cobre estimulan su acumulacion (Figura 33 b).
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Figura 32. Produccién de cumarinas excretadas (a) y acumuladas (b) en los cultivos de células

en suspension de S. angustifolia en el modelo del Disefio Compuesto Central (DCC) a los dos
dias de cultivo.
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Figura 33. Produccién de cumarinas excretadas (a) y acumuladas (b) en los cultivos de células

en suspension de S. angustifolia en el modelo del Disefio Compuesto Central (DCC) a los
cuatro dias de cultivo.

7.4.5 Optimizacién de la produccién de acido sphaeralcico

Los datos experimentales muestran que la mayor excrecion (5258.12 pg/L) y acumulacion
(756.91 ug/L) de acido sphaeralcico se obtuvo a los 4 dias, en el medio MS con 1.37 mM de

nitrato libre de cobre y 1 uM de cobre libre de nitrato, respectivamente (Tabla 19).

El andlisis del modelo cuadratico indic6 que en el intervalo de nitrato y de cobre
utilizados, los niveles del acido sphaeralcico (excretados y acumulados) en los cultivos de
células en suspension no se modifican (Tabla 20). El modelo predice que la mayor excrecion de
acido sphaeralcico se obtendria en el medio MS compuesto por 0.32 mM de nitratos libre de
cobre a los 2 (4,912.28 ug/L, Figura 34 a) y 4 (5,899.51 pg/L, Figura 35 a) dias de cultivo.
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Tabla 19. Produccidon de acido sphaeralcico en cultivos de células en suspension de S.
angustifolia variando las concentraciones de nitratos y de cobre en el modelo de Disefio
Compuesto Central (DCC). MediatEEM.

Excrecion Acumulacion
X1 X2 | Nnos | cu® o) (g
(mM) | (uM)
(NO3) | (Cu™) 2 dias 4 dias 2 dias 4 dias
1 1 | 274 2 648,91 +39.69 | 1,442.06 +119.24 | 14.73+0.36 19.85 + 3.97
-1 1 |0685| 2 47.30 +1.05 46.16 + 0.42 135.17 +56.42 | 121.28 +10.77
1 -1 | 274 | 01 43.96 + 2.82 46.37 +5.83 15.17 + 0.64 10.32 + 0.74
-1 -1 |0685| 0.1 | 350.08+151.02 | 246.95+27.35 24.35 +2.90 18.29 + 1.39
0 0 | 1.37 1 51.02 + 3.06 57.77 + 10.43 69.03 +49.49 | 37.27 +13.98
0 |[-1.414| 1.37 0 |3597.33+332.14| 5258.12 + 156.34 | 486.61+74.73 | 82.51+8.75
0 |[1.414| 1.37 | 2.41 |4740.75+599.66 | 2961.72 +611.46 | 261.87 +28.12 | 511.18 + 150.39
-1.414| © 0 1 5226.13+ 527 | 2275.24 + 643.49 | 381.32+13.36 | 756.91 + 90.64
1.414| 0 | 2.78 1 |4913.77 +891.53 | 3334.71 + 1054.03 | 197.29 + 13.95 | 308.45 + 94.63

Tabla 20. Coeficientes de la produccién de acido sphaeralcico en cultivos de células en
suspension de S. angustifolia variando las concentraciones de nitratos y de cobre en el modelo
de Diseflo Compuesto Central (DCC). MediatEEM.

Coeficientes (modelo cuadratico)

Metabolitos pO g1 B2 B 1,2 B 1° B 2°
Cumarinas (NO3) | (Cu*) | (NO3)(Cu® (NO3) (Cu?)
_cgu 2 dias 52.81 -242.28 311.57 198.14 1291.56 1155.03
o

L% 4 dias 58.67 272.35 -374.74 433.16 353.8 1301.94
o 2dias 40.83 -54.48 -25.88 -39.94 56.76 106.61
3

=

S

§ 4 dias 42.10 -86.34 67.67 -26.64 185.57 4.29
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Aunque estadisticamente se mostrd que no existe interaccién significativa entre el nitrato
y el cobre para promover la excrecion de acido sphaerélcico, graficamente observamos cémo
concentraciones de 2.42 y/o 0.32 mM de nitratos con 2.08 uM de cobre en el medio MS a los 2
dias de cultivo estimulan la excrecion de acido sphaerélcico (Figuras 34 a).

La excrecion de acido sphaeralcico en las suspensiones celulares a los 4 dias de cultivo,
se favorecio al ir disminuyendo el contenido de nitratos libre de cobre en el medio MS (Figuras
35 a), asi como también por la interaccién de niveles elevados de cobre (2.08 uM) y nitratos
(2.42 mM); sin embargo, niveles altos de cobre con concentraciones bajas de nitratos (0.32 mM)
afectan su produccion (Figura 35 a).

Graficamente, a los 2 dias se observé que la interaccion entre las variables estimulan la
produccién de acido sphaeralcico intracelular (0.32 mM de nitratos y 2.35 M de cobre), mientras
que su produccion se limita al utilizar concentraciones altas de nitrato y cobre. Concentraciones
de nitrato entre 0.32 y 2.42 mM libres de cobre generan una produccion similar de acido
sphaeralcico (Figura 34 a). A los 4 dias de cultivo, se observd que en el medio MS carente de
cobre y en rangos de 0.1-2.26 uM, el contenido de &cido sphaerdlcico en las biomasas se

incremento al disminuir el contenido de nitrato desde 0.95 mM (Figura 35 b).
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Figura 34. Produccién de acido sphaeralcico excretado (a) y acumulado (b) en los cultivos de
células en suspension de S. angustifolia en el modelo del Disefio Compuesto Central (DCC) a
los dos dias de cultivo.

El andlisis del modelo cuadratico predice que la mayor acumulacién de &acido
sphaeralcico (760.24 pg/L) se obtiene con 0.32 mM de nitratos en combinacion con 2.35 uM de
cobre a los 4 dias de cultivo. Cuando el contenido de nitratos se fija a 1.79 mM, el contenido de
acido sphaeralcico en biomasas se incrementa al incrementarse las concentraciones de cobre
en el medio de cultivo (Figura 35 b). Ademas, en el medio MS carente de cobre y
complementado con nitrato en intervalo de 1.16 -1.79 mM la produccion del compuesto se
abate.

Los cultivos de células en suspensién de S. angustifolia producen dos cumarinas,
escopoletina y tomentina, cuya concentracion extracelular fue superior entre los 2 y 4 dias de
cultivo como una respuesta rapida al estimulo aplicado para incrementar su produccion;
después de ese tiempo su contenido disminuyd, respuesta que coincidié con un incremento de

su contenido en las biomasas cuyo contenido se mantuvo constantes durante el tiempo restante
del cultivo.
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Figura 35. Produccién de acido sphaeralcico excretado (a) y acumulado (b) en los cultivos de
células en suspension de S. angustifolia en el modelo del Disefio Compuesto Central (DCC) a
los cuatro dias de cultivo.
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Los niveles de cumarinas liberados al medio de cultivo fueron =20 veces superiores a los
contenidos en las biomasas, probablemente la escopoletina y la tomentina fueron acumulados
en vacuolas como escopolina y tomina (cumarinas glicosiladas), como un mecanismo de
proteccion de las células a estos compuestos, siendo esta una respuesta caracteristica de las
fitoalexinas. Los metabolitos secundarios inducibles (fitoalexinas) como las cumarinas, son
sintetizados Unicamente en respuesta al ataque de un patégeno o una situacion de estrés y su
presencia estad restringida al tejido dafiado y a las células adyacentes. Asimismo, se ha
reportado que diversos tipos de metabolitos secundarios tienen la capacidad de almacenarse en
forma glicosilada en vacuolas una vez que ha pasado el estimulo de estrés y de esta manera no

resultar toxicos para la propia célula (Sepulveda-Jiménez et al, 2003; Montes-Belmont, 2009).

En Nicotiana tabacum se ha reportado que la escopoletina se detectd a nivel extra e
intracelular. Sin embargo, hay antecedentes respecto a que la escopoletina y escopolina no se
han logrado sintetizar en los cultivos de células en suspension de Nicotiana tabacum, Pimpinella
anisum, Ammi majus, N. plumbagnifolia, Duboisia myoporoides, Solanum aviculare y Papaver

somniferum (Reichling y Merkel, 1992; Fliniaux et al., 1997, Staniszewska et al., 2003).

En cambio, la produccion del acido sphaeralcico en los cultivos de células en suspensiéon
de S. angustifolia en respuesta al estrés aplicado, es similar a la de un metabolito secundarios
constitutivo. Al igual que las cumarinas, el contenido de acido sphaeralcico en el medio de
cultivo se incrementé a los 2 y 4 dias, concentracion que fue 13.7 y 63.7 veces mayor,
respectivamente a lo detectado en biomasas a esos mismos tiempos. Los niveles de acido
sphaeralcico en el medio de cultivo fueron bajos cuando se extendia el tiempo de cultivo, en
tanto que su contenido en las biomasas se incrementé en forma asociada con el crecimiento y
alcanzé niveles similares a los detectados en el medio de cultivo. Estos compuestos pueden
encontrarse siempre en concentraciones bajas e incrementar su contenido después de ser
expuestos a un estimulo, o bien pueden encontrarse en las plantas en una forma inactiva
(glucosilados) y después de la estimulacion son convertidos en productos bioactivos por medio
de reacciones bioquimicas cortas y simples como la hidrélisis enzimatica (Sepulveda-Jiménez
et al., 2003; Montes-Belmont, 2009).

Los incrementos en la produccién de cumarinas en los cultivos de células en suspension
de S. angustifolia se debieron a la interaccion e incremento en el contenido de los dos estimulos
aplicados, nitrato y cobre; no obstante, se observd que de manera independiente cada

estimulante también modifica la produccion de las cumarinas. En tanto que, para estimular la
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produccién de acido sphaeralcico, la respuesta de ambos factores fue independiente, favorecida

por el incremento en el contenido de cobre y reduccién del de nitrato.

Se ha demostrado que el contenido de nitratos en el medio de cultivo es un factor
importante en la estimulacién de metabolitos secundarios, basado en la hipétesis sobre el
balance de carbono y nitrdgeno en plantas, que postula que el metabolismo secundario esta
dirigido hacia la produccién de compuestos ricos en carbono como los compuestos fendlicos
cuando se limita la fuente de nitrégeno (Fritz et al 2006; Kovacik et al., 2006). Ademas, se ha
reportado que el bajo suministro de nitrégeno también desencadena la activacion de genes que
codifican para enzimas que estan involucradas en la sintesis de metabolitos secundarios. Los
aminodcidos fenilalanina y tirosina son precursores del metabolismo secundario a través de la
activacion de las enzimas fenilalanina amonioliasa (PAL) y la tirosina amonioliasa, generando el
acido trans-cindmico, Util para la formacion de un gran niumero de compuestos fendlicos simples
como los fenilpropanoides y las cumarinas, flavonoides y/o compuestos fendlicos mas
complejos (polimero que resulta de la unién de varios acidos propanoicos o fenilpropanoides)

como la lignina (Cruz et al., 2004; Fritz et al., 2006).

Tambien se ha reportado que el exceso de metales en las plantas genera un mecanismo
de estimulacion similar al producido por un ataque microbiano. Las fitoalexinas son sintetizadas
a partir de un redireccionamiento de precursores del metabolismo primario, en respuesta a las
modificaciones generadas en la conformacion de la membrana celular que trae como
consecuencia la activacion de moléculas sefalizadoras, encargadas de activar la expresion de
genes correspondientes a enzimas que participan en las rutas biosintéticas como la PAL (Ryder
et al., 1987; Smith, 1996; Staniszewska et al., 2003; Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Kovacik et
al., 2006; Namdeo, 2007).

Existen reportes sobre el efecto del incremento en el contenido de cobre y reduccion del
nitrato para estimular la produccién de metabolitos secundarios; no obstante, no existen en la
literatura estudios sobre el uso combinado de ambos estimuladores pero se sabe que el
nitrégeno afecta la disponibilidad y movilidad del cobre, incluyendo su incorporacion en
proteinas (Maksymieck, 1997; Maksymiek, 2007).

En tejidos de embriones androgénicos de zanahoria los niveles de poliaminas como la
putrecina, espermima y espermidina se incrementaron su contenido 1.3, 1.1 y 1.4 veces mas,
respectivamente, en los tratamientos con 1 uM de cobre en comparacion con el control (0.1
uM); mientras que contenidos mayores de cobre (100 uM) inhibieron su produccién (Szafranska

et al., 2011). Gorecka et al., 2007 reportan también un incremento en el contenido de acido

98



clorogénico y éacido caféico en los cultivos de embriones androgénicos de zanahoria
desarrollados a 1 y 10 yM de cobre. Cultivos de célula en suspension de Pueraria tuberosa
reportan un incremento de 2.2 veces en la produccion de pueraria al incrementar el contenido

de cobre de 0.025 a 0.05 mg/L en el medio de cultivo (Karwasara y Dixit, 2012).

En las plantas silvestres de Nicotiana tabacum fertilizadas con una solucion deficiente de
nitratos (60 veces), se observé un incremento al doble en acido benzoico (derivado del acido
cinamico, un intermediario en la ruta de los fenilpropanoides) y acido caféico, de 6 a 7 veces el
contenido de &cido cumarico y de 3 a 4 y 10 veces para el acido clorogénico y la rutina
(flavonoide glicosilado derivado del acido cumarico), respectivamente, asi como un incremento

en la lignificacion del tallo de plantas deficientes de nitratos.

Resultados similares a los observados en los cultivos de S. angustifolia han sido
demostrados en arboles de Cecropia obtusifolia y C. peltata, la acumulacion de compuestos
hipoglucemiantes como el acido clorogénico (fenilpropanoide) e isoorientina (flavonoide) se
incrementé de forma significativa en las hojas de las arboles al disminuir la concentracién de
nitrégeno total en el suelo (Gonzalez, 2006). También se reportd un incremento al doble en la
produccién de acido clorogénico al reducir a la mitad el contenido de nitratos totales en el medio
de cultivo de células en suspension de la misma especie (Rios, 2007). Del mismo modo, se ha
reportado que las suspensiones celulares de Hippocratea excelsa presentaron un incremento
en la produccion del triterpeno canofilol relacionado con una disminucion del nitrégeno del 50 y
75% (Herrera, 2006). Asimismo, en otras especies, la reduccion de nitrato favorecié la
produccion de metabolitos de interés, como la capsaicina en Capsicum frutescens,
antroquinonas en Morinda citrifolia y antocianinas en especies de Vitis (Rao y Ravishankar,
2002). En el cultivo de células en suspension en 2 fases de Camptotheca acuminata también se
obtuvieron incrementos significativos del 30, 280 y 340 % en la produccion de camptotecina,
alcanzando el mayor rendimiento al disminuir los nitratos de 70 a 40 mM (Pan et al., 2004).

La baja disponibilidad de nitrégeno en plantas de Jatropha curcas provocé una
disminucion gradual en el crecimiento (biomasa total), asi como del area foliar, debido a que el
nitrogeno suprime la biosintesis de proteinas, aminoacidos, clorofila y otros metabolitos
involucrados en dicho proceso (Wang et al.,, 2011). En cultivos de células en suspension de
Gymenema sylvestre, la reducciéon de 1.5 veces (18.80 mM) en el suministro de nitratos generé
una disminucién drastica del crecimiento, favoreciendo la produccion de acido gimnémico. En
suspensiones de C. obtusifolia, la reduccion de nitratos a 8 y 16 mM incrementd 3 veces la
produccién de 4cido clorogénico y 4 la de isoorientina; ademas, se identificaron dos compuestos

como el 4cido cafeico y ferulico (Praveen et al., 2011; Nicasio et al., 2012).
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Zong y Wang 1998 reportan que bajas concentraciones de nitrdgeno estimulan una alta
acumulacién de gingendsidos en cultivos de células en suspension de Panax quinquefolium;
Gunter y Ovodov en el 2005 reportan concentraciones diferentes de nitrdgeno para la
biosintesis de silenano y acido arabinogalactano en cultivos celulares de Silene vulgaris.
Cultivos de células en suspensién de Taxus chinensis con reducciéon de nitratos (2 mM)
muestran una reduccion en el crecimiento comparado con el control (20 mM), con un
incremento al doble en el contenido de Taxuyunanina C (Zhou y Zhong, 2009).

Con los resultados obtenidos se confirma cémo el metabolismo secundario en cultivos
de células en suspension de Sphaeracea angustifolia es estimulado por la reduccién de nitratos
y el uso de niveles altos de cobre. Ademas, la rapida produccién y excrecion de escopoletina,
tomentina y acido sphaeralcio al medio de cultivo en las suspensiones celulares de S.
angustifolia, presenta una importante ventaja, ya que no es necesario mantener los cultivos
celulares por largos periodos de tiempo y a su vez reduce los costos de inversion.
Conjuntamente, al ser metabolitos que se liberan al medio de cultivo permitiria realizar cultivos
celulares en dos fases, por un lado mantener los cultivos en un medio adecuado para su

crecimiento y posteriormente transferirlo a un medio productor.

7.5 Crecimiento y produccién de compuestos antiinflamatorios en suspensiones

celulares cultivadas en biorreactor

Las células en suspensién (24% v/v) cultivadas en medio de MS con 2.74 mM de nitrato y 0.1
MM de cobre en biorreactor de agitacion mecanica, presentaron un crecimiento logaritmico
desde el inicio hasta los 7 de cultivo (Figura 36). Los pardmetros cinéticos determinados como
la velocidad especifica de crecimiento de 0.2341 dias™ y el tiempo de duplicacion de 2.96 dias

fueron similares a los registrados en condiciones de matraz.

La biomasa maxima de 7.12 g/L desarrollada hasta los siete dias de cultivo, fue 2 veces
menor a la registrado a nivel de matraz. Al inicio, el cultivo de la suspensién celular presentaba
células disgregadas y después de cuatro dias se formaron agregados celulares, posiblemente
debido al cambio de agitacion orbital a nivel de matraz, a agitacion mecénica generada en el
biorreactor, incrementando con ello la produccion de compuestos fendlicos que conforman la
lignina en la pared celular como una barrera de defensa fisica. Ademas, la viabilidad celular
disminuyé con el tiempo del cultivo, de un 90% a los dos dias hasta un 20% a los 11 dias

(Figura 37), debido a la disminucién del pH del medio de cultivo hasta niveles de 3.95.
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Figura 36. Curva de crecimiento de la suspension celular de S. angustifolia cultivada en
biorreactor de agitacién mecanica.

9 dias

7 dias

Figura 37. Viabilidad celular de los cultivos en suspension de S. angustifolia desarrollados en
biorreactor de agitacion mecanica.

Los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido sphaeralcico son
producidos en las suspensiones celulares de S. angustifolia cultivadas en biorreactor de
agitacion mecanica (Figura 38). Las cumarinas son excretadas al medio de cultivo y los niveles
registrados presentan una tendencia similar a los registrados en las suspensiones desarrolladas

en matraces. La mayor excrecion se observo a los 4 dias (674 pg/L), concentracion 2.6 veces
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menor a la obtenida a nivel de matraz y una produccion similar a la determinada a los 4 dias
(631 pg/L); posteriormente, los niveles disminuyen a valores iniciales (286 pg/L).
Contrariamente, los contenidos de cumarinas en biomasa son altos al inicio del cultivo (1,293
Mg/L) y disminuyen durante el crecimiento logaritmico a niveles similares a los detectados en el
medio de cultivo (275 ug/L). Las concentraciones de cumarinas acumuladas fueron 10 (950
Mg/L, 2 dias) y 8 (725 ug/L, 4 dias) veces superiores en condiciones de biorreactor con respecto
a lo obtenido en matraz (95 pg/L, 2 dias; 90 pg/L, 4 dias).

Con respecto a la produccion de &cido sphaerélcico, el contenido inicial en el medio de
cultivo se mantuvo por dos dias y durante el crecimiento logaritmico los niveles se
incrementaron hasta 1,093.4 ug/L a los 7 dias de cultivo. Subsecuentemente se presentd un
decaimiento en su concentracion, posiblemente debido a la muerte celular del cultivo.

La acumulacién de acido sphaeralcico est4 asociada al crecimiento (Figura 38), al inicio
del cultivo no se detectd y su concentracion se incrementd hasta alcanzar la mayor acumulacion
a los nueve dias (1,662.4 ug/L); posteriormente su concentracion disminuy6 debido a la muerte
celular observada, la concentracion de acido sphaeralcico fue 4 veces superior en condiciones
de biorreactor con respecto a lo obtenido en matraz (413.38 pg/L, 4 dias).

Comparado con lo obtenido en condiciones de matraz, los niveles de acido sphaerélcico
determinados en el medio de cultivo fueron 6.5 (282 ug/L) y 16.9 (780 pg/L) veces superiores a
los 2 y 4 dias, respectivamente en tanto que en las biomasas fue 20.2 (304 ug/L) y (78.1 781
Mg/L) veces mayor su acumulacion a los 2 y 4 dias, respectivamente.

El crecimiento de los cultivos celulares en el cambio de matraz a biorreactor se modifico,
mostrando un incremento en el tiempo de duplicacién y disminucién en la velocidad de
crecimiento y biomasa maxima desarrollada. Los cultivos celulares de S. angustifolia mostraron
un tiempo de duplicacion menor a lo registrado en cultivos celulares de Azadirachta indica (3.8
dias) y Solanum chrysotrichum (7.7 dias) crecidos en biorreactor, no obstante, velocidades de
crecimiento fueron similares a las reportadas para estos cultivos (Rodriguez-Monroy y Galindo,
1999; Mufioz-Cruz et al., 2006).

En cultivos de Taxus chilensis se reporta una produccion de taxuyunnanina C similar a lo
obtenido a nivel de matraz (Pan et al., 2000). En cultivos de Cyclopia subternata se observé una
disminuciéon en la produccion de 7-O-a-glucésido de calicosina, pseudobaptigenina y
formononetina en un 1.4, 1.4 y 3.2 veces, respectivamente (Kokotkiewicz et al., 2013).
Resultados similares se presentaron en cultivos de Beta vulgaris, tanto el crecimiento como la

produccion de betalainas en condiciones de biorreactor disminuyo.
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La produccion de acido sphaerdlcico y cumarinas en las biomasas celulares de los
cultivos en suspension de S. angustifolia a nivel de matraz, se incrementaron cuando estos
fueron desarrollados en el biorreactor de agitacion mecéanica. Resultados similares fueron
reportados por Jiménez (1995), quién determind una produccion de betalainas 3.1 veces
superior cuando las suspensiones fueron cultivadas en biorreactor (Rodriguez-Monroy y
Galindo, 1999).
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Figura 38. Cinéticas de producciébn de cumarinas (escopoletina y tomentina, a) y acido
sphaeralcico (b) en cultivos de células en suspension de S. angustifolia en biorreactor de
agitacion mecanica.
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VIII. CONCLUSIONES

e Se identificaron estructuralmente dos compuestos producidos en las suspensiones
celulares de Sphaeralcea angustifolia cultivadas en medio MS con reduccion del
contenido de nitratos a 2. 74 mM y 0.1 uM de cobre.

e Los datos espectroscopicos de RMN en 1 y 2 dimensiones permitieron identificar
estructuralmente al compuesto é&cido 2-(1,8-dihidroxi-4-isopropil-6-metil-7-metoxi)
naftoico, el cual se aislé y caracteriz6 por primera vez en suspensiones celulares de una
especie del género Sphaeralcea asignandole el nombre de acido sphaeralcico.

e Los datos espectroscopicos de RMN en 1 y 2 dimensiones permitieron identificar
estructuralmente a la cumarina 5-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina denominada tomentina.

e Los compuestos tomentina y acido sphaerélcico presentaron una actividad
antiinflamatoria similar a la del farmaco indometacina evaluados en el modelo de edema
subplantar, con un maximo efecto a las cinco horas después de inducido el dafio.

e El efecto antiinflamatorio de la tomentina fue similar a la de los farmacos sintéticos
(indometacina y naproxeno) evaluados en el modelo de edema auricular utilizado la
misma dosis.

¢ En el modelo de edema auricular, la actividad antiinflamatoria del &cido sphaeralcico fue
significativamente mayor al efecto mostrado por la tomentina y el farmaco naproxeno,
actividad que fue similar al de la indometacina empleando la misma dosis.

e EIl acido sphaeralcico presentd un efecto antiinflamatorio auricular dependiente de la
dosis, con una DEs, de 0.54 mg/oreja (93 mM).

e En el modelo del disefio factorial (DF) se determind que la combinacién de nitratos a
2.74 mM con 0.1 uM de cobre son las condiciones 6ptimas para el crecimiento de los
cultivos de células en suspension de S. angustifolia.

e EIl andlisis estadistico del DF determiné que niveles inferiores de 0.685 mM nitratos
afectan el crecimiento de los cultivos celulares de S. angustifolia.

e En el modelo de paso ascendente se determind que concentraciones superiores a 5.68
MM de cobre en el medio de cultivo MS afecta el crecimiento de los cultivos celulares de
S. angustifolia.

e La mayor produccion de cumarinas y acido sphaeralcico se obtuvo a los 2 y 4 dias

principalmente excretados al medio de cultivo por interaccion del nitrato y el cobre.
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Se determind que la produccion de acido sphaeralcico es caracteristico a la de un
metabolito constitutivo, asociada al crecimiento; en tanto que las cumarinas son
metabolitos inducibles y su estimulacion es tipica a la de las fitoalexinas.

Las mejores condiciones experimentales del disefio compuesto central (DCC) para la
produccion de cumarinas, excretadas (4,136. 96 ug/L) y acumuladas (236.45 ug/L) se
obtuvo utilizando la combinacion 2 uM de cobre con 2.74 mM de nitratos a los 2 dias de
cultivo.

Con la metodologia de superficie de respuesta (MSR) se predijo que la interaccion de
2.42 mM de nitratos y 1.81 uM de cobre estimulan la mayor excrecion (3,430.24 ug/L) y
acumulacién (227.50 ug/L) de cumarinas.

La mayor acumulacién de acido sphaeralcico se presenté a los 11 dias (1,415.33 pg/L)
en los cultivos desarrollados con 1.37 mM de nitrato y 1 uM de cobre.

Los compuestos antiinflamatorios hidroxicumarinas (escopoleina y tomentina) y acido
sphaeralcico son producidos en las suspensiones celulares de S. angustifolia y son
detectas en biomasas y medio de cultivo.

En el modelo experimental del DCC se determiné que las mejores condiciones para la
mayor excrecion (5258.12 ug/L) y acumulaciéon (756.91 ug/L) de acido sphaeralcico se
obtuvo a los 4 dias, en el medio MS complementado con 1.37 mM de nitrato libre de
cobre y 1 uM de cobre libre de nitrato, respectivamente.

En el MSR el andlisis estadistico determin6 que no existe interaccion entre el nitrato y el
cobre sobre la acumulacion y excrecion de acido sphaerélcico; prediciendo que las
mejores condiciones para su excrecion se obtienen con 0.32 mM de nitratos libre de
cobre y para su acumulacion 0.32 mM de nitratos con 2.26 uM de cobre a los 2 y 4 dias
de cultivo.

Los cultivos celulares de S. angustifolia establecidos en condiciones de biorreactor
produjeron escopoletina y tomentina con una tendencia similar a lo registrado en las
suspensiones desarrolladas en matraces; mientras tanto la acumulacién de acido
sphaeralcico fue superior a lo registrado en matraces.

La modificacién en la concentracion de las variables nitrato y cobre en el medio de
cultivo MS modulan favorablemente la produccién de los compuestos activos tomentina,
escopoletina y acido sphaeralcico en los cultivos de células en suspensién de S.

angustifolia.
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IX. PERSPECTIVAS

e Evaluar la actividad antiartritica de los compuestos puros tomentina y acido sphaeralcico

en un modelo de monoartritis articular en raton.

e Evaluar el crecimiento y contenido de escopoletina, tomentina y/o acido sphaerélcico en
cultivos en lote a nivel de matraz, empleando los niveles de cobre y nitrato

determinados a través de la MSR como 6ptimos para su produccion.

e Establecer las condiciones de operacion del biorreactor de agitacion mecanica
(velocidad de agitacion, aireacion y tipo de impulsor) para el crecimiento del cultivo de

células en suspension de S. angustifolia.

e Caracterizar el cultivo de células en suspension de S. angustifolia en dos fases en
biorreactor de agitacibn mecanica, manteniendo los cultivos celulares en un medio de
cultivo adecuado para su crecimiento; posteriormente, remplazar el medio de cultivo por

el determinado como 6ptimo para la produccién de compuestos antiinflamatorios.

e Realizar cinéticas de crecimiento y produccién utilizando otros estimuladores abiéticos
especificos como el metiljasmonato, calcio (molécula sefializadora para la produccion de
fitoalexinas) o la utilizacién de precursores biosintéticos (L-fenilalanina, acido trans-
cindmico, acido ferulico) para la estimulacion de la produccion de los compuestos

activos presentes en los cultivos de células en suspension de S. angustifolia.
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Abstract

v

Sphaerglcea angustifolic, an endangered plant
species in Medon, is employed to treat inflamma-
tory processes and as 3 wound healing remedy.
Scopoletin (1) was reported as one of the main
bipactive compounds in this plant Here, we iso-
lated and identified compounds with anti-in-
flammatory properties from the suspension-cul-
tured cells of & angustjfolia. The CHpO,:CHOH
extract of the cells exhibited anti-inflammatory
properties in acwte inflammation models. Two
compounds were isolated, 5-hydrocgy-6.7-dime-
thoxyooumarnn, named tomentn (2], and 2-{1,8
dihydrocy-4-isopropyl-6-methyl-7 -met hoooy -
naphthoic acid, denominated as sphaeraldc acid

{3). Their structures were determined by spectro-
soopic and spectrometric analyses. The anti-in-
flammatory effects of both compounds were also
evaluated. Atadose of 45 mglkg, compound 2 in-
hibited the formation of A-camageenan Botpad
edemna at 58%, and compound 3 at66% Local ap-
plication of compound 2 (225 mM per ear) or 3
(174 mM per ear] inhibited the phorbol ester-in-
duced auricular edema formation by 57% or 86X
respectively. The efliect of compound 3 was dose-
dependent and the EDg was 93 mhL

Supporting information available online at
hitp:/ wownecthieme-connectdef ejournal s toc |
plantamedica

introduct ion

T

Sphaeralcea angustfola (Cav.) G. Don belongs to
the Mahlvaceae family and is commonly known in
Mexico as "vara de San José™, *hierba del negm”=,
and “hierba del golpe”™ in Spanish, or “pintapan™
and *Hixihuit™ in the Mahuat language Accomd-
ing to ethnobotanical information, the fresh aerial
parts of this species are employed to treat inflam-
mato Ty processes and as a wound healing emedy
[1-3]

The CHyChL extract from the plant’s aerial parts
applied topically and systemically in mice and
rats, respectively, showed to be active during the
acute and chronic phases of inflammation Addi-
tionally, there is evidence that the exiract regu-
lates the response of pro- and anti-inflammatory
cytokines. Scopoletin (1) was the active com-
pound detected in the extract |4-6] and the pres-
ence of the monoterpene loliolide in the metha-
nolic extractof & angustifola aerial parts was re-
ported later| 7).

5. ongustifolio wild plants only grow as isolated
populations in limited regons of a peculiar cli-

Pémr-Hemdnder | etal. Sphaeraicic Acd and ..

mate, and their collection has been restricted by
the Mexican Ministry of the Environment and
Matural Resources (SEMARMAT, NOM-059-EC0L-
1994) because the plantis considered to be an en-
dangered species. Due to its ability to produce
specific medidnal compounds and that it grows
ataratesimilar or superiortothat of intact plamts,
suspension-cultured cells have been proposed as
an altemative tool for supplying high-quality
plant matter |8.9]. The aim of this study was to
izolate and identify the ant-inflammatory com-
pounds produced by the suspension-cultured
cells of & ongustfolio.

Results and Discussion

¥

The results evidenced that suspension-cultured
cells of & angustifola developed inwhaole M5 me-
dium preserved the capahbility of producing com-
pound 1 (@ Fg. 1), one of the compounds recog-
nized as primarily responsible for the anti-in-
flammatory activity detected in the plant |4].
Under this condition, signs of compound 1 in cell

FlartaMed 2014; 80: 209-214
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1A=H Rs= CIH

2H,=0H, R.=QUH,

hiomass extracts were only quantified at the logarithmic grmerth
phase (9days, 638 pe/L), and the compound was not detected in
the mmaining culture days. The compound 1 yield by dry bio-
maszs 2 pgis DB) was 3 35-fold lower than that detected by HPLC
in the CHzCk : CHzO0H exiract from the dry plant {67 peiz of OP)
By reduding the nitrate comtent in the M5 medium to 2.74 mmal,
compound 1 was detected at very low concentrations in the
(Hy05 :CH:OH extractsof biom asses obtained during the latency
and logarithmic phases of cellular growth, reaching levels of
1611 to 4459 pe(L In addition, in CHz0z:0H20H exiracts from
suspension-cultured cells grovern in MS medium with 2.7 4mmal
nitrate, two secondary metabolites were evidenced by HPLS, nei-
ther of these compounds were detected in the suspension-cul-
tured cells grown inwhole M5 medium.

Compound 2 was isolated (2 Fig. 1) from fraction 5 which was
acquired from the CHpO,:0H-0H edract, with a yield of 0.003%
by DE.

Compound 3 was isolated from fraction 4 with a yield of 0.004%
by DE. This compound was obtained as a yellow solid, solible in
acetone, and recrystallized with methanol with amelting point of
205°C. In the LV light spectrum, the compaound shoered the il
lonering Nppo,: 192, 222 260, and 357 nm. The 'H NMR spectrum
showed two signals at the low feld ind 762 and in & 7.10, which
integrated one hydrogen each. By HS0C spectroscopy, the corre-
lation of the protons was observed with two carbons, & 12008
and & 11529, which according to their chemical shift were as-
signed to H-5 (§7.62) and H-3 (§ 7.10), respectively, of the aro-
matic ring. In HMBC spectroscopy, comelations with carbons C-4
(5 156.86), C-7 (& 140.20), -9 (5 133.12), C-10 (6 118.96), and -
15 (6 1824) were observed for H-5. For H-3, correlations with
carbons C-1 (& 158.41), C-2 (& 99.57), C-10 (6 11896], C-11 (§
2092), and C-12(5 165.55) were determined.

In the "H NMR spectrum, signals corresponding to a methoogy
group, & 427 (3H, 5), were found. According to 005Y spectrosco-
Py, in & 3.70, a heptuplet signal (|- 69 Hz] that is chamcteristic of
a methine from an isopropyl group was registered. Both methyls
of isopropy showed adoublet signal in § 1.37 (6H, | =6 9 Hz) and
corresponding carbon signals for these methy] groups appear ind
2374(C-13 and C-14 ), according to the HSOC spectm scopy.
HMBC =spectroscopy indicated that C-6 (§ 130.18) and C-7 (§
140.20) comelated with a singlet signal localized at §2.37 (3H),
which comesponds to H-15 According to NMR analysis data
(= Tabde 1), the chemical structure [ Fig. 1) was established as
2-{1.8-dihydroegy-4 - sopropyl-6-methyl- 7-met hoogy)-nap ht hoic
acid (3] The IR spectrum exhibited absorption hands at 3368 for
the hydroogyl group of the acd and at 1710 for the carbomyl
gmup. This structure {CisHe0s) was confirmed for FAB-MS myz
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ol o Fig. 1 Chemical structures of compounds 1, 2,
and A
12 BiH
i1
13
3
Table 1 MME spectoscopc data (@00 MM, OO0y 00Dy, & ppm]) for comre
pound 3.
Pasition 513, type &TH (Jiin Be) HMBL
1 15841, C
2 W57, C
3 11529, H 10,5 1.2.10,11, 12
4 15686, C
5 1XL08, CH 71625 4,7,9,10,15
6 13018, C
7 18020, C
i 13336, C
9 13312 C
10 11896, C
1 28592 (H AT0.h{j=69) 3,4,5,10,13,14
12 18555, C
13,14 274, 0Hy 137, d{j=69) 4.1
15 1824, (H, 237 5.6,7
0dH4 6022 47,5 7

313 [M + Ma] 273 [M - OHJ" and HRFAEMS mi 2731128 [M -
OH]" mass spectrometry technigques. This compound was named
sphaeralcic acd (3]

The contents of compounds 2 and 3in the cells of & angustifola
groern in Murashige and Skoog (MS) medium with 274 mmaol ni-
trate were evaluated at different culture times. Both compounds
were accumulated in the biomasses during the culture period of
suspension-cultured cells and their intracellular levels increased
with the days of culture. The highest lewels of compounds 3
(Fops=11.73;, p=0.0003; Tukey testops=9.16) and 2 (Fops=
4557; p<0UD001; Tukey testy = 3.39) were found on days 9
and 11 of the culture { & Table 2).

The CHpO,;:CHOH extract from the suspension-culiured cells
grown under nitrate restriction and the isolated compounds (2
and 3) were analyzed in two models of acute inflammation in
the mouse Subcutaneous application of A-carmgeenan is a re-
producble model that is widely employed to evaluate anti-in-
flammatory agents [10,11). In the negative control group, the
maximal level of A-carageenan fotpad edema (CFE) measured
as the increase of the fbotpad wlume (1 2mm, 100%) was
reached at 3 and 5h (© Table 3) after application of the proin-
Aammatory agent. Intraperitoneal (L p.) administration (100mg/
kg) of the CH3O;:CHy0OH extract from the suspension-cultured
cellzs inhibited the progress of CFE in the mouse by 11, 24, and
13% ar 1, 3, and 5 h, respectively. The effect at 3 h (24 %) was lower
than that obtained with a higher dose (400 mg/kg)] of the THz02



Table 2 Pmdudion of compounds 1, 2, and 3in suspe mson -oulued cells of Sphoem ben angusiifofa grown in Muras hige and Skoog (M5) mediom with 2. 74 md
ol nibrabes. Values repress nt means {n =3}t stand and &mor of the means (SEM) Values are epresed = grams of drybiomas. Produdion of compounds 1, 2, and
3 are sign ificantly d ifferent when these am followed by * (p< 005} or ** (p<0L01) acmeding o the Tukey multiple range test {p<0005). N5 = not signifzant

Time (days) Dry blomass (g/L) Compound 2 (pgl) Campound 3 (pglL)
2 ERFTiN] 1502 26 2ME 5993 & 1555 NS

4 41:02 143 43116MS SO5S2 : TA8 NS

7 11.7203 32204 ErET 6T ME

4 14.2202 IxMEz60"" 1252 £619°

11 137204 Im10z140°° 136592 167.1°

16 131202 I 9a79% SOz AT NS

Table 1 Inhibitory actity of compounds 2 and 3, and fhe drg ndomethacn on d-canog senan footpad edema {(FE) admins bes d in rapestoneally (Lp.) at a
deme of 45 mglleg. Mean t standard emor of the misan (SEM) fn = 10). OFE volurmes and &dema inhibition percentages are signifiantly different when these ae
folkowed by * (p<005) or ** {p<0.01) acarding to the Tuley multiple range test {jp <0U05). NS = notsgnifeant

Time [h} Control Com pound 2
1 08202 05201""

3 12203 Q7 200"

5 12203 Q4z02"®

7 11203 IR
[Edesma infibition {i)

1 - M¥z]3

3 - 4512

5 - GEz6

7 - 6714

extract (57%) from & angustifolio aerial parts |4]. CFE volumes in
the groups treated with the isolated compounds (2 and 3) and in-
domethacin (45 mgkg) were significanty lower than those pro-
duced in the contmol group at 1,3, 5 and 7 h. The maximal anti-
inflarmmatory effect observed forcompounds 2 (220 gimaoljand 3
(290 g'mal), and indomethacin (357 g/mol) took place S5h afer
damage induction. No significant differences (p =0.05] were
found among the inhibition percentages of the treatments at
each time of ewaluation (O Table 3]

In auricularedema, 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)
at a dose of 2.5 pe perear was employed as a substance capable of
causing local inflammation characterized by vasodilatation, cel-
halar infiltration, and erythema during the first 3 or 4 h after ap-
plication of the irritant [12]. In the negative control group, the
maximal inflammation level evaluated as the increase in the
weight of the auricular edema was 124 mg (100%) after 4 h. The
(H;0;:H30H extract from the biomass at a 2-mg dose per ear
inhibited the formation of edema by 78X an effect similar to that
obtained with the same dose of the CHpCL (73%) extract from 5.
angustfolio aerial parts [4].

Ear edema weights in the groups treated with isolated com-
pounds 2 (52089 mm"*) and 3 (1.6+04mm" ), as well as in
positive controls indomethacin (5.0 + 1.1 mm®") and naprosen
(506 £ LB mm™ ), were lowrer than those produced in the negative
(124+1.1mm) control group (Fops =612, p=00005%5; Tukey
testyns =3.32). Additionally, significant differences were found
among the treatments inhibiton percentages (Fog=7.81;
p=0L006; Tuley testgps=4973). Compound 3 (172mM,
BEE+32E™) was more active (p<005%, p<0.01"") than com-
pound 2 (ZX5mM, 475:67%%) and naprooceen (217 mM,
546+ 68%7), and exerted a similar effect to that of indomethacin
(140 mM, 593 £ 7.6%"™); the eflect was dose-dependent with a

Compound 3 Indom ethacin Fam
05201 LI 608
06z@1* 06z02"" 17.08
0Az@i® 05z03"" 1673
LR a5z02" 1523
4125 27x5 1M
524 S50t5 065
G614 G0t 3 050
6216 5515 122

median effective dose (EDgy) of 93 mM (2 Fig. 2). At the same
time,the activity ofcompound 2 did not exhibit significant differ-
ences with both anti-inflam matory reference drogs (p> 005).
Compound 1 was identified in the CH20: extract of 5. angustifolio
aerial parts, and the anti-inflammatory (52% 05 mglear) and
antarthritic effects have already been reported [4,13 ]

This is, to our knowdedge, the first ime that compounds 2 and 3
have been izolated and chamacterized from suspension-oultured
cells of 5. angustfolic

To date, compound 3 has not been identified in another spedesof
the Sphoerolen genus, athough the anti-inflammatory com-
pound, 1.4-dihyd mge-2-naphthoic add, isolated from Rubia cor-
diflora, was active in the colitis model of intedeukin-10 (1L-10)
deficient mice | 14]. Additionally, this compound induced apopto-
sisin human keratinooytes | 15].

Them are other reports of naphthoic acd derivatives for plants,
but they have not been tested for their biokgical activities. Some
examples of naphthoic add derivatives are lapachol { 2-hydroge-
34 3-methylbut-2-enyl) naphthalene-1, 4-dione ) identified in Ta-
bebuin heptaphyda and lapachenol (ZH-naphthof 1.2-bjpym=nG-
met hosy-2,2-dimethyl) in Putoria colobrica, T. hepiophyla, Pora-
tecoma peroba, and P alba |16-18).

On the other hand, some naphthalene derivatives produced by
chemical synthesis are anti-inflammatory agents, as is the case
of  6-|3-(1-adamantyl -F4-methogyphenyl |-2-naphthoic  acd,
which is a drug commemially known as adapalene, and of (5}-2-
[ G-methoy-2-naphthyl) propancic acd, the widely used dug
NAPMONET.

Compound 2 has already been isolated from mots of other spe-
cies, such as [oiropha curcas, Platymiscum floribundum, and Ar-
temisia monosperma [19-21]; however, the anti-inflammatory
effect of this compound has not been reported. The inhibitony ef-
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fect of compound 2 on CFE and ear edema formation was similar
to that produced by indomethadn and naproeen

The mesults of the present study comprise the basis for further
evaluation of these compounds in the experimental model of A
carmgeenan-kaolin-induced arthritis in mice. Furthermaore,
some altematives of the chemical process should be attempted
in order to ineas the recovery of these interesting compounds
(2 and 3). It is also desirable to conduct cytotoicty and in vive
tondicity assays of the bioactive com pounds.

Mat erials and Method s
T
Plant cedl culture
Suspension-cultured cells in a batch of Sphoeralces ongusifola
were cultivated in 250 mL flasks with 80 mL of whole M5 liquid
medium | 22], with Z74mmol of total nimtes (NHiMO
159mmol, and KMO; 11.5mmaol ], supplied with 1 mg/L of -
naphthaleneacetic acid {MAA) in combinaton with kinetin (Kn,
0.1 mg/L), and supplemented with 30 gL of sucrmose The flasks
wveere placed inan orbital shaker at 110 rpm (Mew Brun=swick Sci-
entific Co,, Inc) and incubated at 26 + 2°C during a light:dark
{16 h ;& h) photoperiod under 50 pM 'm? jsec warm white floores-
cent light intensity. Biomasses were changed in fresh medium
under sterile conditions every 3 weeks, utilizing an inoouhom of
% (wiv].

Production of compounds 2 and 3

For the purification of compounds 2 and 3, suspension-oulured
cells were gronem in 2 Lflasks using 4% inoouhums in MS medium
with the total nitrate concentration reduced to 274 mmaol, and
weere incubated under the conditions described previoushy. Cul-
tures were arrested on day 16 of the culture to obtain the hio-
mazss for the punification of compounds 2 and 3.
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Extraction and solation

Suspension-cultured cells from 10 Aasks were filtered and the
biomasses were pooled and dried at room tempemture. Then,
the dry bicmass (200 g) was extracted three times by maceration
at room temperature with a mixture of grade-reactvwe sohent
{(HO5:CH0H 9:1; Merck ) at a ratio of 1 :20 {wjv] at 24 h for
each. The extracts were filtered, pooled, and concentrated to dry-
ness under reduced pressure.

To purify the compounds (2 and 3), the CHp0;:0H:0H edaa
(B12g 2B1% yield) was fracionated by silica gel cohvmn chro-
matography (9= 28 om, 70-230 mesh; Merck) using an n-hex-
ane-ethyl acetate-methanol grdient system (gade-reactve sol-
wents; Merk) with 5% polarity increments. Aliguots of 500 mL
veere collected and samples with a similar TLC profile were inte-
gated into 10 fractions {1-10]), which were then analyzed by
HPLC for retention time and UV specorum examinaton of iso-
lated compounds.

Compound 2 (BEXE) was isolated from fractiom 5 (152 mg)
through an open silica gel RP-18 column {(1.5=28 cm, 40-63
mesh; Merck] with an H4D :CHLCN elution system ( gade-reac-
tve solvents; Merck] with an increasing polarity of 10%. Thirty
subfractions of 10mL each were obtained (mbfractions 5;-5n),
and the compound was isolated (10 mg)] from pooled subfrac-
tons 5-5 (7030, H20 :CHLON )L

Compound 3 (97%) purification was performed from fraction 4
(310 mg) utlizing the zame system employed for the purification
of compound 2. Thirty-one subfractions of 10mL each were ob-
tained (subfractions 4,-43;]. Subfractions 4;,-4 5 were pooled
and recystallized with 50: 50 of H20 :CHzCN to obtain com-
pound 3(11 mg).

Analysis of compounds 1, 2, and 3

Suspension-cultured cells in batches grown in 250 mL flasks us-
ing 4 ¥ inooulum in whole MS (274 mmol nitrate) medium, and
with the total nitrate concentration reduced to 2.74 mmol, were
incubated under the conditions described previously. Cultures
from 3 flasks were amested at different gronerth times (at days 2,
47,9, and 11) to obtain the bioma= and for anabysis of com-
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pounds 1, 2, and 3. Suspensions-cultured cells were filtered and
samples were dried at room temperature and weighed. Then, the
dry biomasses were extracted three timesby maceration at room
temperature with a mixture of grade-reactivwe sobvent (CHCh :
(H:0H 9:1; Merck) at a ratio of 1:20 (w/v] at 24 h for each. The
extracts of each biomass werme filtered, pooled, and concentrated
to dryness under reduced pressure by dissolving 10mg in 1 mL of
high-purity methanol (Merck) for HFLC analysis (& Table 2).

HPLC aonditions

HPLC analyses were camied out ina Waters system (2695 Sepama-
tion Module) coupled to a dinde array detector (2996) with a
190600 nm detection range, and operated by the Manager Mil-
kennium software system { Empower 1; Waters Corp.). Sepam-
tions were performed in a Sphedsorb® RP-18 column (250 =
d6mm, 5pm; Waters] employing a constant temperature of
25°C during analyses. Samples (20 pl) were eluted ata 1.2 ml/
min flow rate with (A) high-purity Hz0 (HzPO4g - 1.0%) and (B)
high-purity CHyM-gradient mobile phazes (Merck), and were
detected by monitoring absorbance at 340 nm. The maobile phasze
was started with water (100%) and was maintained for 1 min.
Then, the concentration of solvent B was gmdually increased to
15% (at 1min), 37% (at 10 min), and 85% (at 2 min]. During the
next 2min, sobrent B was increased to 100% and this proportion
was maintained for 3 min. Finally, the next 3 minwere used to me-
turn the mobile phase to the initial condition. The chromato-
graphic method had a 22-min run time The retention times (rt)
of compounds 1 (99 % Sigma-Aldrich), 2 (B8%), and 3 (95 X were
112, 1096, and 173 min, respectively. Compound indentifica-
tion was performed by comparing their rt and absorbance spec-
tra

General experimental procedures

The melting point of the isolated compounds was obtained on
Thermo Fischer Scentific 1A1900 seres equipment (Thermo
Fizcher Scentific, Inc.). All NMR specira were recorded on a Var-
ian INOVA-400 spectrometer at 400 MHz for "H NMR spectra and
two-dimensional spectmscopy expernments C05Y, HAQC and
HMBC in (D3 00C0e. Chemical shifis are reported in parts per
million (ppm) relative to tetramethylsilane (TMS). The IR spec-
trum was recorded on a Bruker Tensor 27 FT-1R spectrometer
and the molecular weight on Hewlett Packard 5985-B and
JEOL-AX 505 HA (JEOL mass specirometers.

Animals

Male ICR mice (weight 28 g) were used and experiments were
performed according to officdal Mexican Rulke NOM-062-
1999 Guidelines (Technical Specifications for the Production,
Care, and Use of Labomtory Animals] and intemational ethical
miidelines for the care and use of experimental animals. The ex-
perimental protoool was authorized on Jamary 31, 2011 by the
Local Health Research Committee (IMSS, registry number R-
2011-1701-3). The mice wer maintained at a temperature of
22+3°C, with humidity at 70+5%, a 12-h/12-h light /dark cpcle,
and fond fwater ad [bifum.

Carrageenan footpad edema (CFE)

The mice were divided into six groups (with eight mice each),
and 30 min prior to A-carrageenan injection, the animals were
injected i.p. with 100 mgfkg of CHz0z :CH20H extract, or 45 mg/
kg of compound 2 (88X purity], compound 3 (95% purity], or in-
domethacin(99% purnty; Sigma-Aldrch ], and the wehicle (Tween

—

20 soluton at 2%; Merck). Acute inflammaton was produced by
the subplantar injection of 02 mL of 1% A-carrageenanin water
in the mouse’s right pawe. Footpad volume was measured before
A-carrageenan (initia time; time=10) and 1, 3, 5, and 7h after A-
carrageenan injection using a digital micrometer (Micrometric
digimatic calibmtion MDC-1"-58; Mitutoyo Produds). Footpad
edema in the control and treated groups was determined with
respect to fpotpad volume atthe initdal tme (T ={0). The percent-
age of inhibition was calculated using the following ex pression:
Inhibition & = |{contml - treatment jcontrol) = 100] [23,24]

TPA-induced mouse ear edema

The mice were azssgned to groups of five each, and TPA (2 5pg
99% dissolved in 20pl acetone; Sigma-Aldrich) was applied on
the right ear’s internal and external surfaces to genemte edema;
the left ear was untreated. Doses of 0125, 025, 0.5, and 1.0mg
per ear of compound 3 and 1.0 mg per ear of compound 2, nap-
roscen (98 ¥ purity; Sigma-Aldrich ], or indomethadn were dis-
solved in acetone and applied topically to both ears immediately
after TPA administration.

Four hours after the administration of the inflammatory agent,
the animals were sacrificed by cervical dislecation and circular
sections (6 mm in diameter) were taken from both ears, treated
and non-treated, which were weighed to determine the ear ede-
ma by differences in weight The perentage of inhibition was ob-
tained utilizing the following expression: Inhibition % = |{ contral
- treatment foontrol )= 100] | 4,25].

Statistical analysis

Data obtained from concentrations of compounds 2 and 3 in bio-
masses, 35 well as from CFA (volume and inhibition %) and auric-
ular edemna (weight and inhibition %), were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOWVA) and p values of £0.05 were consid-
ered significant. Significant differences among treatment means
wene caloulated by the Tukeyy ps test After linear regression of
data from dosesvs. ear-edema inhibition, the sguare of the come-
lation coeffident (R¥) was reported (SAS, ver. 9.1; SAS Institute,
Inc, Cary, NC, LISAL

Compound 2. Yellow oil; Rs 066, silica gel 60 Frse, |[(HOz:CHaOH
(90 100], UN Ay (log €] 202, 228, 254, and 343 nm, and 'H NMR
(400 MHz, CDCR), & (ppm); 78 (1H.d,] =96 Hz, H-4),6.9(1H, =,
H-8L6.2(1H,d J=96Hz H-3 ), and 3.9(3H, 5, OCH:-6), 38 (3H. 5,
O{H3-7) were compared with those appearing in the literature
[19]

Compound 3. Yellow solid; RgD.75, silica el 60 Fas, (CHCh:
CH=0H; 9010, UV Aqgx (oge) 192, 222, 360, and 357 nm; mp
205°C R (CHO3z) vy 3368 (OH), 1710 (C=0) and 1632 (C={)
cm'; '*H and "3 NMR data (© Table 1); FAB-MS miz 313 |M +
Ma]* 273 |M - OH]" and HRFABMS myz 273.1 128 [M - OH[" were
caloulated i:lrc]EH]sﬂ*_

Supporting information

"H CMME, ®C MMER, HSQC, HMEC, 'H - "HCOSY two-dimensional,
IR, and mass specira of compound 3, "HNMR and NOESY two-di-
mensional specira of compound 2 and HMBC correl ations for H-5
and H-3 are available as Supporting Information
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