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RESUMEN

Cecropia obtusifolia, popularmente conocida como “guarumbo”, es un arbol medicinal que se
utiliza en México para el control de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). La investigacion de esta
especie, tanto a nivel experimental en animales de laboratorio como en el humano, ha
demostrado las propiedades antidiabéticas que posee el vegetal, las cuales son atribuidas a
los compuestos fendlicos acido clorogénico (AC) e isoorientina (ISO). El presente estudio
tuvo como objetivo establecer las condiciones in vitro para la propagaciéon masiva de las
plantas de C. obtusifolia y para el desarrollo de los cultivos de células en suspensién que

conserven la capacidad de produccion de los compuestos bioactivos de la planta AC e ISO.

Para lo anterior, a partir de explantes de hoja de plantas aclimatadas se establecieron
cultivos de callos en medio Murashige y Skoog (MS) empleando diferentes niveles de
auxinas; la mejor respuesta se obtuvo utilizando 8.92 yM de acido naftalenacético (ANA) y
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en combinacion con 2.22 yM de bencilaminopurina
(BAP). En una etapa posterior, los explantes de hoja, tallo, hipocétilo y cotiledén derivados
de plantulas in vitro, desarrollaron callos rizogénicos con 2,4-D; en tanto que los explantes de
hoja, hipocétilo y cotiledon formaron callos rizogénicos en el medio de cultivo con ANA vy los
de tallo formaron callos con brotes. Los brotes se enraizaron en medio MS al 50% libre de
hormonas y las plantas formadas se aclimatizaron exitosamente en las condiciones de
invernadero; no se observaron variaciones morfolégicas entre la poblacion durante su
desarrollo y las tasas de crecimiento fueron superiores a las reportadas para las plantas

silvestres.

En los callos se comprobé por HPLC la presencia de AC en concentraciones similares
a las detectadas en las hojas de los arboles en campo, asi como su precursor acido caféico.
El otro compuesto fendlico (ISO) no fue producido. Por otra parte, los cultivos de células en
suspension se establecieron a partir de callos friables derivados de explantes de hoja con el
tratamiento hormonal de 2,4-D manejando inéculos de 4 vy 5 % en peso fresco. Las
suspensiones celulares se desarrollaron mejor con el inéculo del 5% y en estos cultivos se
determinaron niveles de AC similares a los detectados en las hojas de los arboles silvestres.
La ISO se detecté unicamente al final del crecimiento logaritmico. Al disminuir el contenido
de los nitratos en el medio MS a 8.0 mM, las biomasas celulares maximas disminuyeron y la

concentracion de AC detectada se cuadruplicd con respecto a la del cultivo en suspension
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con 27.4 mM de nitratos. Con respecto a la produccion de ISO, la sintesis de este compuesto

se indujo mas temprano y por mas tiempo, incrementandose sus niveles al final del cultivo.

Las hojas del arbol silvestre, plantas aclimatada y obtenida por micropropagacién con
6 meses en aclimatizacion, acumularon ambos compuestos en concentraciones similares
entre ellas; sin embargo, las plantas derivadas por micropropagacién presentaron diferencias
significativas en la acumulacion del AC a lo largo de su desarrollo. La aglicona de ISO,

luteolina, también fue detectada.

Tomando en consideracidn que las plantas micropropagadas conservaron los
componentes y las propiedades hipoglucemiantes de la planta silvestre, se concluye que la
propagacion in vitro representa una alternativa y perspectiva viable para la propagacién
masiva y uniforme de los arboles de C. obtusifolia. Otra contribucion importante, es el manejo
del cultivo de células en suspension de C. obtusifolia con restriccion de nitratos como fuente

de material vegetal para la obtencion de extractos activos enriquecidos en AC e ISO.
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ABSTRACT

The Cecropia obtusifolia tree, popularly known as guarumbo in Mexico, is used in folk
medicine for treatment of type 2 diabetes mellitus (DM2). C. obtusifolia’s antidiabtic effect was
assessed in animal models, as well as in humans and attributed to chlorogenic acid (CA) and
isoorientine (ISO). The aim of this study was to establish in vitro conditions for the
micropropagation and development of cell suspension cultures that conserve the capacity to

produce the CA and ISO bioactive compounds that exist in the wild plant.

For that, callus cultures of leaf explants from aclimated plant were set up using
Murashige and Skoog medium (MS) with different auxins levels; treatments with naphtalene
acetic acid (NAA) and 2,4-dichorophenoxi acetic acid (2,4-D) to 8.92 pM with
benzylaminopurine (BAP) to 2.22 uM stimulate highest callus production. Cotyledon,
hypocotyl, leaf, and stem explants developed calluses bearing roots in a medium enriched
with 2,4-D; when hypocotyl, cotyledon and leaf explants were grown on medium with NAA,
they developed morphogenic calluses with the presence of abundant roots, while 75% of
stem explants formed simple calluses and the remaining explants developed calluses with
shoots. Shoots were rooted on free growth regulator MS medium, and whole regenerated
plants were aclimatizated under greenhouse conditions; morphological changes were not
observed among the population during their development, and growth rates were superior to

those reported for wild plants.

Recorded concentrations of CA in the different cell lines were similar to those detected
in the leaves of wild plants; its precursor caffeic acid was also detected. The other phenolic
compound (ISO) was not produced. On the other hand, cell cultures in suspension were
established from friable calluses derived from leaf explants with 2,4-D hormonal treatment
and employing 4 and 5 % inocula in fresh weight. Better development of cell suspensions
was achieved with the 5% inoculum, and the determined CA levels in these cultures were
similar to those detected in leaves of wild plants. ISO was detected only at the end of
logarithmic growth. On diminishing nitrate content in the MS medium to 8.0 mM, maximum
cell biomasses diminished and the CA concentration detected quadrupled with respect to that
of the culture in suspension with 27.4 mM of nitrates. Regarding ISO production, synthesis of
this compound was induced earlier and for a longer time period, increasing its levels at the

end of culture.
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Leaves from wild tree, aclimated and micropropagated plants with 6 month of
acclimatization produced both compounds at similar concentrations; however,
micropropagation-derived plants presented significant differences in CA accumulation

throughout their development. The aglycone of ISO, luteoline, was also detected.

Considering that micropropagated plants retained their ability to produce bioactive
compounds and hypoglycemic activity of the wild plant, we concluded that in vitro cultures
represent an alternative and interesting perspective for C. obtusifolia tree multiplication.
Another important contribution is the handling of cells suspension culture from C. obtusifolia
with nitrate restriction like source of vegetal material for the obtaining of enriched active
extracts in CA and ISO.



I. INTRODUCCION

A nivel mundial, la diabetes mellitus (DM) representa uno de los principales problemas de
salud publica que enfrenta hoy en dia la sociedad. En el afio 2000 se registraron 171
millones de diabéticos mayores de 20 anos, actualmente esta cifra se ha incrementado a 246
millones y para el ano 2025, se estima que la poblacion afectada serd de 380 millones de
personas. El incremento de un 42% de los casos se registra en los paises desarrollados y del
70% en los paises en vias de desarrollo. La incidencia de DM en los paises de América
Latina es alta (16.2 millones de personas) y se especula que en los préximos 18 afos se
incrementara al doble, este antecedente permite predecir que México ocupara el 7° lugar en
el ano 2026 (Wild y col.,, 2004; World Health Organization, 2005; International Diabetes
Federation, 2008).

La DM tipo 2 (DM2) se asocia con una alteracion del metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y grasas como resultado del desequilibrio que se establece entre la
disponibilidad y el requerimiento de insulina por parte del organismo. Dado los efectos
colaterales que presentan los farmacos hipoglucemiantes actualmente en uso, el control de
los pacientes diabéticos es una tarea extremadamente dificil; con frecuencia se produce el
abandono del tratamiento y aumenta la severidad del padecimiento aunado a la presencia de

complicaciones crénicas que pueden llevar a la muerte (Guven y Kuenzi, 1998).

Para encarar esta situacion se buscan alternativas terapéuticas y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha puesto especial atencion a las potencialidades que ofrece la
herbolaria medicinal, que representa el principal recurso de las medicinas tradicionales de
diversos paises (World Health Organization, 2005). México cuenta con una gran tradicion en
el uso de plantas para el control de los pacientes diabéticos; los estudios etnobotanicos
registran alrededor de 306 especies (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005); un numero importante
de estas plantas han sido sometidas a estudios experimentales y en algunas de ellas se ha
convalidado el uso popular (Pérez y col., 1984; Roman-Ramos y col., 1991; Roman-Ramos y
col., 1992; Alarcén-Aguilar y col., 2002; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). En este sentido,
cabe destacar los efectos bioldgicos que se han reportado sobre Cecropia obtusifolia, que es
una de las especies mas utilizadas en nuestro pais para el control de la DM2 (Roman-Ramos
y col., 1991; Andrade-Cetto, 2001).



Las propiedades hipoglucemiante e hipolipemiante de C. obtusifolia se han
demostrado tanto en modelos experimentales en animales y en el humano, estas acciones
se atribuyen al acido clorogénico (AC) y a la isoorientina (ISO) (Andrade-Cetto y Wiedenfeld,
2001; Herrera-Arellano y col., 2004; Revilla-Monsalve y col., 2007). La capacidad de la planta
para disminuir los niveles séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos, la sefalan como

candidata para el desarrollo de un fitofarmaco a utilizar en el tratamiento de DM2.

Las plantas han jugado un papel importante en el desarrollo de los medicamentos de
la farmacéutica moderna. Aun en tiempos actuales, se retoma con interés este recurso como
una alternativa para el descubrimiento de moléculas prototipos novedosos que sirvan de
modelo en la produccion de agentes terapéuticos. Un numero destacado de metabolitos
secundarios con importancia farmacéutica todavia son aislados directamente del vegetal, ya
sea éste cultivado o silvestre. Esto sucede porque en muchos casos la sintesis quimica
representa un costo alto no costeable, debido a que se trata de moléculas complejas; o bien,
como ocurre con la isoorientina, son fitoalexinas que se producen sélo en condiciones de
estrés biotico y/o abidtico (Rout y col., 2000; Stafford, 2002; Marja y col., 2004).

En cambio, la biotecnologia ha utilizado los cultivos de células en suspensién como
una alternativa atractiva para la producciéon de estos compuestos que evita la variabilidad de
la composicion quimica. Dicha variabilidad es frecuente cuando los compuestos se obtienen
de plantas silvestres que crecen expuestas a cambios climaticos de humedad y composicién
del suelo; ademas, enfrentan plagas y enfermedades. Otras fuentes de variabilidad que la
produccion biotecnoldgica evita es el que se origina por la edad de las plantas y el periodo

de colecta de las hojas.

El presente trabajo propuso entre sus objetivos la obtencion de los cultivos de callos y
de células en suspensién de la especie C. obtusifolia, capaces de sintetizar los compuestos
con actividad hipoglucemiante que han sido identificados en el arbol silvestre (AC e 1SO).
Asimismo, se planted la manipulacion del medio en los cultivos de células en suspension,
aplicando técnicas de estrés abidtico especificas para fenoles, para incrementar la
produccién de los compuestos de interés. Paralelamente, se realizd la propagacion masiva

de la especie.

El estudio comparativo de los extractos metandlicos derivados de la planta

micropropagada y cultivos en suspension, respecto al de la planta silvestre, se establecio por



medio de la evaluacién del efecto hipoglucemiante en ratén normoglucémico, asi como por la

concentracién de los compuestos AC e ISO en los extractos correspondientes.



Il. ANTECEDENTES

1. Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) se asocia con una alteraciéon del metabolismo de los carbohidratos,
proteinas y grasas, resultado del desequilibrio que se establece entre la disponibilidad y el
requerimiento de insulina. La diabetes puede desencadenarse como consecuencia de una
deficiencia total de insulina o por la liberacion de insulina no activa a partir de las células g
del pancreas, porque la hormona se destruye antes de que lleve a cabo su accion, o bien,
debido a una alteracion en la funcion de los receptores de insulina. El transporte de glucosa
en las células del tejido muscular y graso se ve afectado, y la degradacién de grasas y

proteinas se incrementa (Guven y Kuenzi, 1998).

Una de las funciones que cumple la insulina es inhibir la degradacion de las grasas
(lipdlisis) y, consecuentemente, evitar la liberacidon de los acidos grasos libres. Al faltar
insulina se liberan acidos grasos que el higado transforma en cetonas (cetosis). La DM suele
acompanarse de poliuria, polidipsia, glucosuria y cetonemia que pueden desarrollar cuadros
agudos y cronicos de cetoacidosis. El coma hiperosmolar, las macro y microangiopatias,
neuropatia, retinopatia, infecciones recurrentes e infarto cerebral al miocardio, son las
principales causas de morbilidad y mortalidad en los pacientes con DM (Guven y Kuenzi,
1998).

Entre los principales tipos de DM se encuentra la DM tipo 1, la cual se caracteriza por
la destruccion autoinmune de las células R del pancreas, encargadas de la produccion de
insulina, provocando una deficiencia absoluta de la hormona. Es dividida en DM tipo IA que
es la mediada por autoinmunidad y la DM tipo IB idiopatica (causa no conocida). EIl unico
tratamiento farmacoldgico posible es con insulina exégena empleando multiples dosis o
terapia de infusion de insulina subcutanea continua (Mattson, 1998; American Diabetes
Association, 2008).

La DM tipo 2 (DM2) representa el 90-95% de los cuados de diabetes, se caracteriza
por niveles de hiperglicemia en ayuno, aun cuando hay insulina disponible. La DM2 resulta
de la combinacion de la falta de sensibilidad periférica de los tejidos a la accién de la insulina
(resistencia a la insulina) y de la secrecion pancreatica insuficiente e incapaz de compensar

estas alteraciones (disfuncion de células ), dando como resultado hiperinsulinemia,



hiperlipidemia, hipercolesterolemia, intolerancia a la glucosa e hipertensién. La DM2, esta
fuertemente asociada a la obesidad, alrededor del 80% de los individuos diabéticos son
obesos, principalmente con obesidad visceral central. No obstante, sélo el 10% de los
individuos obesos son diabéticos (Ross y col., 2004). Ademas, en tejido adiposo, la
resistencia a los efectos antilipoliticos de la insulina causa un incremento en la liberacion de
acidos grasos. A su vez, estos acidos grasos atenuan la capacidad de la insulina para inhibir
la produccién hepatica de glucosa, provocando una hiperglucemia. Este desequilibrio del
metabolismo de lipidos y carbohidratos acelera la progresion de la resistencia a la insulina.
Normalmente las células  del pancreas compensan el estado de resistencia a la insulina
incrementando la secrecion de la hormona, alcanzando un estado en que las células
pierden esta capacidad y dejan de responder apropiadamente a las concentraciones de

glucosa (Ross y col., 2004).

La diabetes es un serio problema de salud con altas tasas de prevalencia y
mortalidad. El numero de los casos de DM se ha incrementado debido al crecimiento
poblacional, a los problemas que trae consigo la urbanizacion, la edad y sobre todo, por la
obesidad y la inactividad fisica que caracterizan a la sociedad actual. El gasto que implica la
atencion médica de los pacientes diabéticos, aunado a las pérdidas que derivan de la
incapacidad laboral que produce, ubica a la DM entre las enfermedades de mayor costo

social y carga financiera para las instituciones de salud (Vazquez-Martinez y col., 2006).

El tratamiento para la DM esta basado en cuatro factores fundamentales: educacion
del paciente concerniente a que tome conciencia sobre la problematica de su enfermedad,
ejercicio fisico, dieta y medicamentos hipoglucemiantes. Existen cinco categorias de
antihiperglucémicos orales, farmacos aprobados por la administracién de drogas y alimentos
(FDA) (Tuomilehto y col., 2001; Kimmel e Inzucchi, 2005).

a) Biguanidas: la metformina disminuye los niveles de glucosa estimulando la
secrecion de insulina y disminuye la produccion de glucosa hepatica. Ademas, no genera
ganancia de peso, incluso en algunos casos hay pérdida de peso; afecta benéficamente el
perfil lipidico en plasma, disminuye los marcadores inflamatorios y la funcién endotelial. A
nivel muscular potencia la estimulacién del transporte de glucosa en la resistencia a la
insulina (Chehade y Mooradian 2000; Ross y col., 2004; Kimmel e Inzucchi, 2005).



b) Tiazolidinedionas (TZDs): incrementan la sensibilidad a Ila insulina
predominantemente en el musculo esquelético y tejido adiposo, mejorando el control
glucémico por el incrementd en la toma de glucosa por el musculo, disminuyendo la
produccién de glucosa hepatica. La troglitazona se retird del mercado por ser hepatotdxico,
otras TZDs pioglitazona y rosiglitazona son clinicamente efectivas para disminuir los niveles
de glucosa en sangre, cuando se toma en ayunas; ademas, presentan un efecto significativo

en disminuir los niveles séricos de triglicéridos (Chehade y Mooradian, 2000).

c) Sulfonilureas: son farmacos (gliburida, glipizida, glimeripida, tolbutamida vy
glibenclamida) que mejoran los niveles de glucosa en sangre estimulando la secrecion de
insulina. El principal mecanismo de accién es por la despolarizacion de las células R
pancreaticas y bloqueo de los canales de K* dependientes de ATP, produciendo un flujo de
Ca?" y estimulando la secrecion de insulina. Estos farmacos con frecuencia causan efectos
adversos como eventos de hipoglucemia prolongados que pueden ocasionar un dafio

neurolégico permanente o incluso la muerte (Chehade y Mooradian, 2000).

d) Metiglinida: la repaglinida es un secretagogo que presenta el mismo mecanismo de
accién que las sulfonilureas; el efecto insulinotrépico es regulado por ATP, uniéndose a los

canales de K* en diferentes sitios de las células B (Chehade y Mooradian, 2000).

Asimismo, el control posprandial de los niveles de glucosa es critico en el tratamiento
temprano de DM y en la reduccion de complicaciones cardiovasculares. Una de las terapias
aprovechadas en pacientes con DM es la inhibicion de las enzimas involucradas en la
digestién y absorcion (a-amilasa pancreatica y a-glucosidasas intestinales) de carbohidratos,
lo que puede significativamente disminuir el incremento posprandial de los niveles de
glucosa en sangre, después de la ingestién de carbohidratos. Es por ello que los inhibidores
de a-glucosidasas tales como acarbosa, voglibosa y miglitol son usados solos, o en
combinacion con insulina y secretagogos de insulina en pacientes con DM2 (Shim y col.,
2003; Kwon y col., 2008).



2. La herbolaria mexicana en el tratamiento de la DM2

De acuerdo con la OMS, mas del 70 % de la poblaciéon mundial utiliza la medicina tradicional
para satisfacer sus necesidades principales de salud y las plantas medicinales constituyen el

principal recurso.

Con base en los reportes existentes sobre las plantas que son utilizadas por la
poblacion mexicana para el control de la hiperglicemia, se estima un numero entre 269 y 306
especies vegetales que pertenecen a 235 géneros de diversas familias botanicas; entre las
que destacan Asteraceae, Leguminosae (Fabaceae), Cactaceae, Euphorbiaceae, Labiatae,
Solanaceae, Rubiaceae, Cucurbitaceae, Laminaceae y Rosaceae; siendo las familias
Asteraceae y Leguminosae las que comprenden el mayor nimero de las especies utilizadas.
Por otro lado, Tecoma stans (Bignoniaceae) es la planta mas frecuentemente utilizada para
tratar los cuadros hiperglucémicos, seguido de Aloe barbadensis, Cecropia obtusifolia,
Opuntia estreptacantha, Psacalium peltatum, Bidens pilosa, Marrubium vulgare vy
Parmentiera edulis. Asimismo, se reporta que las hojas son las estructuras vegetales mas
utilizadas, le siguen los tallos y las raices (Hernandez Galicia y col., 2002; Andrade-Cetto y
Heinrich, 2005).

Los efectos hipoglucemiantes de Opuntia spp, C. obtusifolia, M. vulgare, Equisetum
myriochaetum, Enicostemma litorale, Trigonella foenum-graecum, Ipomea batatas han sido
ya demostrados en estudios clinicos (Fratti-Munari y col., 1992; Revilla y col., 2002;
Upadhyay y Goyal, 2004; Herrera-Arellano y col., 2004; Ludvik y col., 2004; Gupta y col.,
2005; Revilla-Monsalve y col., 2007). En Alemania, dos productos comerciales elaborados a
partir de especies de la herbolaria medicinal mexicana son utilizados para tratar la DM2, uno
de estos productos es distribuido por Hando-Austria, es un preparado a base de Opuntia sp.
(nopal); el segundo es Sucontral de Harras Pharma (Munich) a base de Hintonia
sp.(copalchi) (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

C. obtusifolia es una de las especies que ha recibido gran atenciéon del medio
cientifico. Los resultados obtenidos en la clinica han motivado el desarrollo de diversos
proyectos de investigacion que abordan aspectos basicos de quimica, farmacologia y
toxicologia. El disefio y la produccién de un fitofarmaco requieren del abastecimiento
continuo de material vegetal controlado en sus constituyentes bioactivos; este hecho ha

propiciado la investigaciéon aplicada de tipo biotecnolégico y agronémico.



3. Cecropia obtusifolia (Bertold)
3.1. Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida
Orden: Urticales
Familia: Moraceae
Género: Cecropia

Especie: Cecropia obtusifolia (Berthold) (INBio, 2008).

3.2. Sinonimia botanica

C. burriada (Cuatrec), C. mexicana (Hemsl), C. mexicana variedad macrostachya (Donn.
Sm), C. obtusifolia subspecie burriada (Cuatrec) C.C. (Berg y Franco), C. panamensis
(Hemsl), C. schiedeana (Klotzsch) y C. asperrima (Pittier) (Argueta, 1994; Gupta, 1995;
SEMARNAT, 2008; Conabio, 2008).

3.3. Sinonimia popular

Dependiendo de la region donde crece la especie C. obtusifolia ésta recibe diferentes
nombres comunes: i't6 yya (el hueco o el sordo), palo de hormigas, trompeto, trompeta,
trompetillo, tsulte, juaquequistli, tequescuahuitl, quiquiscuahuitl, jarilla y palo de violin (San
Luis Potosi); trompeta (Sinaloa); coilotopalo (Distrito Federal); chancarro, shushanguiji,
hormigo y aqoj (Veracruz); hormigo, hormiguillo, akowa, guarumbo y azcatcuauhit (Puebla);
piconi (Hidalgo); trompeto y guarumbo (Guerrero); guarumbo y guarina (Tabasco); guarumo,
guarumbo, guarina, c’oloc” (Chiapas); k'axxixkooch, k’ooch y koochle’ (Quintana Roo-maya);
k'aaxi, k'aaxil, k'o’ochle’, k'o’chte, xk'o’och, koochlé y xk’ochle (Yucatan); sarumo y trompeto

(Michoacan); shushanguiji (Veracruz); huitapil y guarumbo (Jalisco) y yaba, yabioo, yava,



yaga-gacho, chancarro, guarumbo y joot (Oaxaca) (Martinez, 1969; Argueta y col., 1994;
Aguilar y col., 1994; Aguilar y col., 1998; Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).

3.4. Localizaciéon geografica de la especie

La especie C. obtusifolia es originaria de América Central, actualmente se localiza desde
México hasta el norte de Sudamérica. Habita en climas tropicales, calidos, semicalidos y
templados, desde el nivel del mar hasta los 1500 m. Crece en la vegetacién secundaria, en
la vegetacion perturbada derivada de bosque y en las selvas tropicales caducifolios,
subcadicifolios, subperennifolios o perennifolios, algunas veces asociada a matorral xerofito
de cactaceas o cedros, en pastizal y bosque mixto de encino-pino (Martinez, 1969; Argueta y
col., 1994; Aguilar y col., 1994, 1998; Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).

En México esta planta tiene un area de distribucién muy extensa. En la vertiente del
Golfo se localiza comenzando en Tamaulipas hasta Quintana Roo, y en la zona del pacifico,
desde Sinaloa hasta Chiapas. También se encuentra en los estados de Puebla, Hidalgo y
Guanajuato (Martinez, 1969; Argueta y col., 1994; Aguilar y col., 1994, 1998; Conabio, 2008;
SEMARNAT, 2008).

3.5. Descripcion botanica

C. obtusifolia es un arbol (15 hasta 35 m de altura) con pocas ramas y en algunas ocaciones
presentan raices adventicias en la base del tronco (Figura 1). El tronco es monopddico,
cilindrico, recto y hueco en el centro, normalmente esta habitado por hormigas. La corteza
externa es lisa, gris clara, con estipulas y lenticelas negras dispuestas en lineas
longitudinales. La corteza interna es de color crema verdoso, fibrosa y contiene un exudado
(Martinez, 1969; Aguilar y col., 1994; Gupta, 1995; Aguilar y col., 1998; Conabio, 2008;
SEMARNAT, 2008).

La copa presenta la forma de una sombrilla estratificada con todas las hojas
expuestas a la luz directa del sol (Figura 1). Las hojas se distribuyen en espiral aglomeradas

hacia las puntas de las ramas, son lanceoladas durante las primeras etapas del desarrollo de


http://www.semarnat.gob.mx/pfnm2/fichas/cecropia_obtusifolia.htm

las plantulas y posteriormente son simples, peltadas y profundamente palmadas divididas
con 8 a 15 lobulos profundos (Figura 2); ademas, estan cubiertas de pubescencia y
presentan una inervacion rojiza prominente. Al secarse la hoja se torna rigidamente cartacea
a subcoriacea, verde oscuro y escabrido en el haz, verde palido o con mas frecuencia
blanco-grisacea en el envés, con nervaduras cubiertas por puberulencia dispersa (Aguilar y
col., 1994; Gupta, 1995; Aguilar y col., 1998; Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).

Tm

Figura 1. Arbol de C. obtusifolia “guarumbo” en su habitat natural.

Los peciolos (25 a 90 cm de largo y de 10 a 15 mm de grueso) estan
longitudinalmente canaliculados y provistos de puberulencia diminuta (de 0.1 a 0.3 mm) de
color gris-blanquecino (SEMARNAT, 2008). La lobulacién de las hojas coincide con la
aparicion de unas estructuras membranosas llamadas triquilios (Figura 2) en la parte basal
de cada peciolo, en éstas, se producen unos érganos multicelulares en forma de huevo (0.75
por 0.25 mm) de color blanco llamados cuerpos Miillerianos que las hormigas remueven con
fines alimenticios (Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).
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Inflorescencias

Figura 2. Caracteristicas de las hojas, peciolos e inflorescencias de C. obtusifolia.

El arbol de C. obtusifolia es una especie dioica. Las inflorescencias masculinas se
presentan en espigas (12 a 18) de 8 a 22 cm de largo y de 2 a 5 mm de diametro que
emergen en pedunculos individuales de una espata (Figura 2); en tanto que las espigas (4)
de las inflorescencias femeninas son de 18 a 50 cm de largo y de 3 a 6 mm de ancho
(Figura 3) y el pedunculo comun es de 6 a 32 cm de largo y de 6 a 8 mm de grueso,
esparcidamente pubérulo con pelos delgados y blanquecinos de 0.5 mm de largo (Martinez,
1969; Aguilar, 1998; Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).

Las espigas fructiferas son de color verde amarillento a pardo oscuro y miden 10 mm
de grosor. El fruto (2 mm de largo y 1.2 mm de ancho) es redondeado en el apice y en la
base con la superficie lisa (Figura 3) y contiene 2,700 a 4,700 aquenios de color marrén
brillante, muy pequefios con una semilla (1 a 2.8 mm de largo y 0.8 a 1.3 mm de ancho) de
color pardo brillante cada uno. Aparentemente se encuentra en flor y fruto a lo largo del afio
(Argueta y col., 1994; Gupta, 1995; Aguilar y col., 1998; Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).
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Semillas

Frutos

Figura 3. Caracteristicas de los frutos y semillas de C. obtusifolia.

3.6. Aspectos fisiologicos de la planta

El género se caracteriza por un rapido crecimiento en altura mayor a los 3 m y 2 cm de
incremento diametral por afno. Las plantulas (0.5 a 15 cm de altura) crecen a una tasa de 1.5
cm mensuales en promedio. Son arboles de corta vida, normalmente no viven mas de 30
anos (Conabio, 2008). La viabilidad inicial de las semillas es del 90% y la van perdiendo al
pasar el tiempo, la latencia del tipo fotoblastica es impuesta. En un estudio se observé que
de todas las semillas producidas en 5 hectareas en un afio, solamente el 40% de ellas llegan
al suelo y la mitad son viables; después de un afo, soélo el 2.87% permanecen viables y
4.4% germinan en los claros. Para germinar las semillas se requiere de humedad vy
temperatura favorable (16 a 36 °C) que puede ser constante o fluctuante y requieren varias
exposiciones consecutivas y prolongadas de luz infrarrojo para alcanzar la maxima
germinacion. La primera reproduccién ocurre alrededor de los 3 afios después de la

germinacion (Conabio, 2008).

12



3.7. Usos medicinales

Del centro hasta el sureste de México, el uso medicinal mas frecuente de C. obtusifolia es
como remedio antidiabético, para lo cual se emplea la infusién de las hojas, ramas, corteza o
raiz como agua de uso. Cuando se utilizan las hojas de la planta, se recomienda hervir 3 6 4
hojas tiernas en 2 L de agua (Martinez, 1969; Argueta y col., 1994; Aguilar y col., 1994;
Gupta, 1995; Aguilar y col., 1998; Conabio, 2008; SEMARNAT, 2008).

3.8. Actividad hipoglucemiante de extractos de hojas
3.8.1. Estudios en animales de experimentacion

La actividad hipoglucemiante de C. obtusifolia ha sido evaluada utilizando diferentes modelos
bioldgicos. La infusién de hojas secas (1g/10mL), administrada por via intravenosa en una
dosis de 150 uL/Kg en perros mongrel con pancreatectomia parcial y total produjo una
disminucion de los niveles de glucosa en sangre desde la segunda hora después de su
administracion; la hipoglucemia no se acompafid por el incremento en los niveles
plasmaticos de insulina, pero se produjo una elevacién significativa en las cifras plasmaticas
de triglicéridos. Los resultados permitieron asumir que el efecto hipoglucemiante no esta
asociado con una estimulacion sobre las células 3-pancreaticas (Mellado y Lozoya-Meckes,
1984).

En otros estudios, se reporta el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de las
hojas de C. obtusifolia en ratones con hiperglucemia inducida con aloxana (Pérez y col.,
1984) y en conejos con hiperglucemia inducida por cargas dobles de glucosa (Roman y col.,
1991). En ratas tratadas con estreptozotocina, el trabajo de Andrade-Cetto y Wiedenfeld
(2001) reporté también el efecto antihiperglucemiante producido por los extractos acuoso y
butandlico, asi como por el acido clorogénico (AC) y la isoorientina (ISO) aislados de la
planta (Figura 4). Recientemente, se ha concluido que el extracto butandlico de las hojas de
esta especie disminuye la hiperglucemia posprandial en las ratas estreptozotomizadas; este
efecto fue asociado con la inhibicién de las enzimas a-glucosidasas del intestino, impidiendo
con ello el desdoblamiento de carbohidratos complejos y retardando la absorcién de la

glucosa (Andrade-Cetto y col., 2008). Observaciones realizadas en ratones normoglucémicos
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reproducen el efecto hipoglucemiante del extracto metandélico administrado via oral en dosis
de 1g/Kg (Nicasio y col., 2005).

Acido clorogénico Isoorientina

Figura 4. Compuestos con actividad hipoglucemiante aislados de las hojas de C. obtusifolia.

Con respecto al AC, se han dirigido estudios metabdlicos para establecer la
correlacion entre el consumo de café y la diabetes, demostrando que los polifenoles
existentes y principalmente el AC que se encuentra en concentraciones elevadas en esta
bebida, tienen gran capacidad antioxidante. Asimismo, se ha postulado que el AC actua
protegiendo a las células beta del pancreas y ademas, disminuye la absorcion intestinal de la
glucosa aumentando los niveles del péptido tipo glucagon-1 (GLP-1) y disminuyendo los del
polipéptido insulinotrépico glucosa-dependiente (GIP), fendbmenos que se traducen en

disminucion de la glucosa plasmatica (Johnston y col., 2003; McCarty, 2005).

Se han llevado a cabo estudios en ratas Zucker (fa/fa) obesas, hiperlipidémicas vy
resistentes a insulina para evaluar el efecto del AC administrado por via intravenosa, y se
demostré que el AC disminuye el pico postprandial de la glucosa sin producir una
hipoglucemia sostenida. También, disminuyé significativamente los niveles séricos de
colesterol y de triglicéridos, asi como los de triglicéridos hepaticos (Rodriguez de Sotillo y
Hadley, 2002).

Asimismo, se ha corroborado el efecto hipoglucemiante e hipolipemiante por la
administracion via oral de ISO, durante 2 semanas, a ratas con diabetes inducida con

estreptozotocina. Los resultados confirman que este compuesto disminuye los niveles de
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glucosa, de colesterol y de triglicéridos a partir del 5° dia de tratamiento. El efecto se sostuvo

hasta 10 dias después de suspender la administracion del compuesto (Sezik y col., 2005).

Ademas, AC e ISO, son inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | al
vasoconstrictor mas potente angiotensina Il (ECA), lo que le confiere también propiedades

antihipertensivas a C. obtusifolia (Lacaille-Dubois y col., 2001).

3.8.2. Estudios clinicos

En un disefio al azar y doble ciego con diabéticos de ambos sexos de entre 30 y 60 afios de
edad (2140 mg/dl de glucosa sanguinea), los pacientes tomaron antes de cada alimento la
infusion preparada con 1 g del vegetal en 125 mL agua caliente durante 21 dias
consecutivos, como coadyuvante en el tratamiento prescrito con glibenclamida; el contenido
de AC en cada dosis fue de 2.99+0.14 mg/g de hojas secas. Los resultados mostraron
disminucion de los niveles de glucosa, colesterol (14.62%) y triglicéridos (42%) en sangre,
con una eficiencia terapéutica de =225% determinandose una reduccion de la glucemia del
15.25% respecto al grupo control tratado sélo con el hipoglucemiante oral. Los niveles de
creatinina y urea en suero no presentaron alteraciones patoldgicas al final de la observacion
(Herrera y col., 2004).

En un siguiente estudio, un grupo de pacientes recientemente diagnosticados como
diabéticos y sin tratamiento con hipoglucemiantes orales, recibieron diariamente como agua
de uso una infusién preparada con 13.5 g/L de hojas de C. obtusifolia (AC=2.91 mg; ISO=2.4
mg). Al término de 32 semanas los autores concluyeron que el extracto tiene un efecto
hipoglucemiante significativo y sostenido. Por el contrario, el colesterol, triglicérido e insulina
no se modificaron. A partir de las 6 semanas, la hemoglobina glicosilada también se redujo
de manera significativa y sostenida. Al suspender el tratamiento, se observé que el proceso
se revierte. Las enzimas hepaticas determinadas indican que el producto no es tdxico

(Revilla-Monsalve y col., 2007).
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3.9. Toxicidad de extractos de hojas

La dosis letal 50 (DLsy) del extracto acuoso de hojas de C. obtusifolia administrado via
intraperitoneal en la rata fue de 1.45+0.07 g/Kg (equivalente a 11.21+0.52 g/Kg peso corporal
de la hoja seca). En los animales tratados se observd un estado de relajacion general,
somnolencia y piloereccion (Pérez-Guerrero y col., 2001). En los ratones, la DLs, reportada
para el extracto metandlico de las hojas fue >5 g/Kg. En el estudio subagudo por 30 dias, la
dosis diaria de 3 g/Kg del extracto metandlico no mostré alteraciones en las pruebas

conductuales ni en los cortes histolégicos de diferentes érganos (Aguilar, 2004).

4. La biotecnologia como herramienta para la produccién del material

vegetal

En la literatura cientifica hay antecedentes respecto a la propagacion vegetativa de C.
obtusifolia por medio de esquejes y de acodos aéreos. Con los esquejes se reporta la
formacion de raices utilizando una mezcla de acido naftalenacético (ANA) y &cido
indolbutirico (AIB); en cambio, con los acodos aéreos, se logré un enraizamiento superior y

sin necesidad de aplicar hormonas (LaPierre, 2001).

El material vegetal que se ha utilizado hasta ahora para valorar las propiedades
quimicas y farmacolégicas de C. obtusifolia proviene de plantas silvestres. El conocimiento
generado por la investigacion de la especie y su potencial como agente hipoglucemiante no
téxico y su propuesta para el desarrollo de un fitomedicamento, obligan a considerar otras
alternativas. Actualmente, las hojas de C. obtusifolia son empleadas por algunas industrias
mexicanas para la elaboraciéon de productos herbolarios (Quimicos y Vegetales Rowi, S.A.
de C.V., Zapopan, Jalisco; Ciencia y Salud: Férmulas Herbolarias, México, D.F) y también
son exportadas a Europa con el mismo propdsito (Gutiérrez Dominguez y Betancourt Aguilar,
2008). Se puede proponer la micropropagacion de este vegetal con cultivo de tejidos
vegetales, o bien, la implementacion de técnicas para el desarrollo de cultivos productores

de los metabolitos secundarios de interés bioldgico, tema central del presente proyecto.
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5. Metabolismo secundario

El metabolismo es el proceso de utilizacién y transferencia de masa y energia que permite la
vida de los organismos. Participan en este proceso: a) los metabolitos primarios que son los
compuestos esenciales y universales en todas las especies (sacaridos, aminoacidos, acidos
grasos, acidos organicos, acidos nucleicos y bases nitrogenadas, los que a su vez, dan lugar
a moléculas mas grandes poliméricas: proteinas, polisacaridos y acidos nucléicos); y b) los
metabolitos secundarios, que son particulares de cada especie y que independientemente de
que no son esenciales, cumplen un papel importante en la interacciéon de la planta con su

medio ambiente (Bourgaud y col., 2001; Nugroho y Verporte, 2002).

Los metabolitos secundarios tienen una estructura unica y compleja, y su produccion
estd frecuentemente asociada a condiciones de estrés bidtico y abidtico. En general, se
acepta que los metabolitos secundarios son necesarios para la sobrevivencia de la planta en
su ecosistema; ya que algunos (fitoalexinas) poseen propiedades antimicrobianas y por lo
tanto protegen a la planta de los agentes patdégenos. Asimismo, ejercen acciones
antigerminativas o téxicas para otras plantas (alelopatia); actuan sobre los insectos
(propiedades antialimentarias o insecticidas); son utiles para repeler predadores y atraer
polinizadores o simbiontes; finalmente, absorven el exceso de energia luminosa evitando el
dafo producido por la fotooxidacion (Bourgaud y col., 2001; Nugroho y Verporte, 2002; Marja
y col., 2004).

La sintesis de los metabolitos secundarios se deriva del metabolismo primario a
través de una ruta compleja en la que intervienen diversas enzimas, es caracteristica para
cada especie 0 género, y se activa en estadios particulares del crecimiento y desarrollo de la
planta. Se han establecido rutas generales para la biosintesis de los metabolitos secundarios
y las reacciones enzimaticas pueden activarse o inhibirse genéticamente de acuerdo con las
condiciones existentes: disponibilidad de los nutrientes, lesiones, ataques microbianos,
sequia, depredacion, agentes quimicos (herbicidas), cambios de temperatura, humedad, etc.
(Brunneton, 1999; Nugroho y Verporte, 2002).

De manera general se distinguen tres rutas bioquimicas, a saber: ruta del &acido
shiquimico que genera dos familias de compuestos secundarios, los alcaloides y los

compuestos fendlicos, ruta del acido mevalonico que da origen a compuestos secundarios
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terpénicos y la ruta de los policétidos (acetogeninas) que produce compuestos fendlicos
(Brunneton, 1999; Nugroho y Verporte, 2002).

La biosintesis de los metabolitos secundarios AC e ISO en C. obtusifolia no ha sido

aun descrita, pero ambos constituyentes pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos.

5.1. Biosintesis de compuestos fendlicos

La ruta del shiquimato es la mayor fuente de formacion de compuestos aromaticos y se inicia
a partir de la condensacion del carbohidrato eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato (Figura 5).
Por medio de una serie de reacciones se forma el compuesto corismato, a partir del cual la
ruta se diversifica en dos ramas principales: la primera estd dirigida a la sintesis de
fenilalanina o tirosina y la consecuente formacion de fenoles; la segunda via del triptofano

para la sintesis de alcaloides (Nugroho y Verporte, 2002; Lyon, 2008).

Algunas plantas podrian presentar rutas del acido shiquimico duales para la
formacion de aminoacidos aromaticos: la plastidica que dirige a la formacion de metabolitos
primarios y la citosdlica para la formacién de metabolitos secundarios (Nugroho y Verporte,
2002).

5.1.1. Biosintesis del acido clorogénico (AC)

Los acidos fendlicos son compuestos que poseen en su estructura quimica un anillo
aromatico, grupos hidroxilos y una funcion carboxilica. La clave para la formacién de estos
productos es la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) que, por desaminacion no oxidativa,
convierte a la fenilalanina en acido trans-cinamico (Figura 6). La PAL es fundamental para la
vida de las plantas ya que regula el metabolismo secundario y su activacién depende de
diversos factores externos e internos tales como: nivel de nutrientes, luz, hormonas, infeccion

producida hongos, heridas, etc. (Nugroho y Verporte, 2002; Lyon, 2008).
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El acido trans-cinamico es hidroxilado por la enzima cinamato 4 hidroxilasa (C4H) para
formar el acido p-cumarico; este puede generarse también a partir de la tirosina por accion de la
enzima tirosina amonioliasa perdiendo el grupo NH4" (Figura 6). El acido p-cumarico se
transforma en acido clorogénico a través de dos vias: 1) Por accion de la cumarato 3 hidroxilasa
(C3H) se forma el acido caféico, el cual es esterificado con el acido quinico por medio de la
hidroxicinamoil-CoA quinato transferasa (HQT) originando uno de los isémeros del AC. 2)
Siguiendo la otra via, se forma el compuesto p-cumaril CoA por accién de la hidroxicinamato
CoA ligasa (4CL), el cual es transformado por la cinamato-hidroxicinamoiltransferasa en acido
quinico p-cumaril CoA, compuesto que genera AC (Figura 6) (Nugroho y Verporte, 2002; Lyon,
2008).

5.1.2. Biosintesis de isoorientina (1ISO)

Compuestos del tipo fenilpropanoides pueden ser activados por ligasas para producir ésteres de
CoA (éster cumaril CoA, ferulico CoA, caféico CoA) que dan origen a compuestos de mayor

complejidad como los flavonoides (Nugroho y Verporte, 2002; Lyon, 2008).

La ruta mas importante es la cumaril-CoA que acopla una unidad de 2C para formar
malonil-CoA. Esta reaccién es catalizada por la chalcona sintasa (CHS) para formar naringina
(Figura 6). El cierre del anillo de esta chalcona da origen a la naringenina, molécula base de los
flavonoides; a partir de este compuesto se origina luteolina cuya conjugaciéon con una molécula

de glucosa dara origen a la ISO (Nugroho y Verporte, 2002; Lyon, 2008).

6. Metabolitos secundarios en los cultivos de tejidos vegetales

Hoy en dia, el 50% de los medicamentos que se prescriben son compuestos que sintetizan los
vegetales. En el 25% de estas prescripciones, los constituyentes se obtienen directamente de
las plantas, se trata de compuestos semisintéticos o bien, sustancias que han tomado como

molde la estructura molecular de origen natural (Stafford, 2002; Marja y col., 2004).
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Muchos de los metabolitos activos no son faciles de sintetizar en el laboratorio y la
planta constituye la Unica fuente, o al menos, la mas econdémica para obtenerlos. Por
ejemplo, la extraccién directa del vegetal resulta un proceso menos costoso como ocurre
con la morfina, la L-dopa o la quinina, por mencionar algunos. En el caso del taxol, se
logré sintetizar en 1994, pero no es un proceso rentable debido a su rendimiento

extremadamente bajo.

El taxol es un agente antimitético utilizado para tratar la leucemia, cancer de
préstata y de mama. Es un alcaloide diterpénico que se extrae de la corteza de algunas
especies del género Taxus, particularmente Taxus brevifolia. El crecimiento de estas
especies es muy lento, por lo que se ha utilizado un precursor del taxol, la 10-
deacetilbaccatina lll, que se encuentra en concentraciones superiores en las aciculas de
Taxus baccata. El taxotere es un analogo del taxol que presenta una mejor solubilidad y
disponibilidad biolégica y fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para el
tratamiento de cancer de mama metastasico, o en casos de resistencia a otros farmacos.
También se ha prestado atenciéon a los cultivos de callos y suspensiones de células

vegetales como una alternativa para producir taxol (Stafford, 2002; Marja y col., 2004).

Otros cultivos de células en suspension que han resultado exitosos son: la
shikonina y el alcaloide berberina los cuales se obtienen de Lithospermum erythrorhizon y
de Coptis japonica, respectivamente. Destaca también la produccién del acido
rosmarinico, en gran escala, a partir del cultivo de células de Coleus blumeii; o bien, de la
sanguinarina en Papaver somniferum, que tiene un importante potencial de mercado
como producto para la higiene bucal. Los compuestos anticancerigenos topotecan
(GlaxoSmithKline) e irinotecan (Pharmacia Corp/Aventis SA/Daiichi Seiyaku Co Ltd) son
derivados semisintéticos de camptotecina, un alcaloide que ha sido aislado de diversas
especies vegetales. La camptotecina se acumula en los cultivos de células en suspension
de Camptotheca acuminata (Nyssaceae) y de Nothapodytes foetida (Icacinaceae) con
niveles maximos de 1 mg/L (intracelular) y 35 mg/L (extracelular). El rendimiento de los
alcaloides en ambas especies se puede modificar al variar la composicion de las

fitohormonas en el medio de cultivo (Stafford, 2002).

Finalmente, la podofilotoxina (PDT) se utiliza para la preparacion semisintética de
los agentes antineoplasicos etopésido y tenipdsido. El rendimiento de PDT es similar
entre los cultivos de células en suspension de varias especies de los géneros Callitris

(Cupressaceae), Linum (Linaceae) y Podophyllum (Berberidaceae) (Stafford, 2002).
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De lo anterior se desprende que la produccion biotecnolégica utilizando cultivos de
células u érganos constituye en la actualidad una alternativa viable muy atractiva (Tabla
1). Através de esta novedosa tecnologia se han descubierto hasta la fecha 92 nuevas
estructuras con actividad bioldgica (Rout y col., 2000; Stafford, 2002; Marja y col., 2004).
Ademas, se han desarrollado diversas estrategias para incrementar la produccion de los
metabolitos secundarios de interés, y los cultivos de células en suspension facilitan el

proceso.

La acumulacién de metabolitos secundarios en las plantas superiores
generalmente se da en los tejidos o células que se encuentran en un estadio especifico;
es decir, es un proceso que esta estrechamente relacionado con el crecimiento celular y
la diferenciacion celular. En los cultivos celulares, la maxima acumulacion de estos
compuestos se obtiene durante la fase estacionaria, aunque algunos de ellos, tales como
las betalainas y los carotenoides estan asociados al crecimiento (Bourgaud y col., 2001;
Mithofer y col., 2004).

La estimulacién es el procedimiento mas utilizado para promover la produccion de
los metabolitos secundarios en los cultivos de tejidos vegetales; y consiste en la
aplicacion de estimuladores (Stafford, 2002; Mithéfer y col., 2004) que pueden ser
bidticos (paredes celulares, esporas, celulasa, metil jasmonato, glicoproteinas, etc.) o
abidticos (luz UV, iones de metales pesados, cambios del pH, detergentes, glutation,
salinidad, temperatura, etc.) (Charlwood y Rhodes, 1990; Dornenburg y Knorr, 1995;
Bourgaud y col., 2001) (Tabla 1). Los diferentes tipos de estimulos pueden sobreexpresar
los genes y activar las rutas biosintéticas que dirigen hacia una mayor produccién de los
metabolitos de interés (Stafford, 2002).

6.1. Reduccion del contenido de nitratos en los cultivos de células en

suspension

Cuando se modifica el suplemento de carbono o de nitrégeno en el medio nutritivo de una
planta o del cultivo in vitro, cambia la relacién carbono:nitrégeno, alterandose de manera
importante los niveles de los metabolitos primarios y consecuentemente el de los
secundarios. Esta hipoétesis sobre el balance de nutrientes de carbono y de nitrégeno en
las plantas postula que cuando hay una limitacién en el nitrégeno, el metabolismo

secundario esta dirigido a la sintesis de metabolitos ricos en carbono; por el contrario,
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cuando se limita el carbono, éste se dirige hacia la produccién de metabolitos

enriquecidos en nitrégeno (Fritz y col., 2006).

Por ejemplo, las plantas transgénicas de Nicotiana tabacum deficientes de la
enzima nitrato-reductasa, se comportaron como las plantas silvestres en condiciones de
un alto contenido de nitratos; es decir, tienen niveles bajos de los acidos benzdico,
cumarico, caféico, clorogénico y el glicoflavonol rutina. Por el contrario, la planta silvestre
con deficiencia de nitratos en la solucién fertilizante mostré altos niveles de
fenilpropanoides y el flavonoide. Estos resultados indican que la estimulacién del
metabolismo de los fenilpropanoides en plantas de tabaco deficientes de nitrégeno,

responde a la disminucién de los nitratos (Fritz y col., 2006).

Al disminuir la concentracion de los nitratos en el fertilizante que se adiciona a las
plantas de N. tabacum, se favore la expresion de los genes involucrados en la biosintesis
de los fenilpropanoides (Figura 6): fenilalanina-amonioliasa (PAL1) [fenilalanina — acido
trans-cinamico]; la cinamato 4 hidroxilasa (C4H) [acido trans-cindamico— acido p-
cumarico]; la hidroxicinamato CoA ligasa (4CL) [acido p-cumarico — p-cumaril CoA]; la
hidroxicinamoil CoA quinatotransferasa (HQT) [acido caféico — acido clorogénico] (Fritz y
col., 2006). Estos antecedentes se tomaron en consideracién en el presente estudio para
disenar el protocolo encaminado a estimular la biosintesis de AC e ISO en los cultivos de

células en suspensioén de C. obtusifolia.

6.2. La micropropagacion de plantas medicinales

Como se menciong, la industria farmacéutica aun depende en gran medida de las plantas
silvestres como materia prima para la extraccion de importantes agentes terapéuticos,
situacion que ha provocado una mayor demanda de plantas medicinales. Esta
sobreexplotacion, aunada a las modificaciones severas del suelo como producto de las
actividades agricolas, el proceso de urbanizacion y la deforestacion entre otros factores,
ha puesto en peligro la diversidad genética de las plantas medicinales del pais (Rout y
col.,, 2000; Nalawade y Tsay, 2004; Marja y col., 2004). La micropropagacion de las

plantas medicinales, es una alternativa viable para contrarrestar dicha probematica.
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Tabla 1. Metabolitos secundarios y compuestos de novo producidos en cultivos de células en suspensién de plantas.

Compuesto i

Especie Estimulador Produccién ﬁ.ctln’nc!ad

en planta de novo lologica
Taxus yunnanensis 6 taxoides
T. chinensi 6 taxoides
T. cuspidata 40 taxoides 6 taxoides

Anticancerigena
Metiljasmonato
1 taxoide Hongos endofitos

T. canadensis

Cambios de temperatura

Paclitaxel Metiljasmonato 100 mg/L
Rauvolfia serpentina Alcaloides inddlicos 3-oxorhazinilam Anticancerigena
. Derivados de
Ajuga reptans fenantrofurano
Derivados de Antiangiogénica
A. forrestii fenantrofurano
(ajuforrestina)
Boerhavia difusa Compuestos fendlicos
Nyctaginaceae i

( _y _qu _ ) (boeravinonas A'y B) Antifungica
Mirabilis jalapa Compuestos fendlicos 3 compuestos fendlicos
(Nyctaginaceae) (boeravinonas Ay B) P
Camptotheca acuminata 1 mg/L
(Nyssaceae) . , (intracelular) ) .

: Camptothecina Fitohormonas Anticancerigena
Nothapodytes foetida 35 mg/L
(Icacinaceae) (extracelular)
Linux album Podofilotoxina 28 mg/L Antineoplasica
Chamomilla recutita Umbeliferona CuCl,
Datura stramonium Lub|m|r_1a,_ 3-OH- CuCly; CdCl,

lubimina
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La estandarizacion de los principios activos en las plantas medicinales es un
factor importante a considerar dado que la composicién quimica del vegetal depende de
un sinnumero de variables, entre ellas la época de colecta, la localidad, la interaccién con
otros vegetales, infestaciones por microbios e insectos, etc. (Rout y col., 2000; Nalawade
y Tsay, 2004).

La propagacién a través de meristemos produce plantas que son genéticamente
idénticas a la planta donadora. Por ello, la micropropagacién de diversas plantas
medicinales se ha llevado a cabo a través de la rapida proliferacion de yemas apicales y
axilares en cultivo; tal es el caso de Atropa belladona, Digitalis lanata, Valeriana wallichii,
Rauwolfia serpentina, Psoralea corylifolia, Pichohiza kurroa y Ocimum basilicum por
mencionar algunas. La aplicacion de estas técnicas no sdélo ha permitido conservar
ciertas poblaciones de plantas medicinales reduciendo el riesgo de su extincidon, también
dan la posibilidad de mantener la uniformidad clonal que no se logra a través de las

semillas (Rout y col., 2000; Nalawade y Tsay, 2004).

C. obtusifolia es de gran importancia en la medicina tradicional mexicana para el
control de la diabetes y crece de manera silvestre en el pais; la disminucién de sus
poblaciones lleva a la propuesta de implementar el procedimiento in vitro para propagar la
especie que servira de material biolégico para su estudio, desarrollo de un

fitomedicamento y aplicacién de éste en la clinica.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos, la industria farmacéutica y la comunidad
cientifica consideran a las plantas medicinales como una de las fuentes naturales a

explorar que cubran las expectativas del sector salud.

México cuenta con una gran diversidad de plantas medicinales que se han
utilizado desde épocas ancestrales para tratar las enfermedades. Este proceso ha
propiciado a su vez, el desarrollo de un conocimiento valioso sobre las propiedades
curativas de estos vegetales. El interés que existe actualmente en torno a las
potencialidades que ofrecen las plantas medicinales, ha suscitado la blusqueda de
opciones para proteger y preservar a aquellas especies en riesgo de sobreexplotacion.
En México, la demanda de especies medicinales se ha incrementado notablemente; no
obstante, el cultivo in vitro de estas especies es extremadamente escaso. Estas
circunstancias han motivado el desarrollo de procedimientos biotecnolégicos para la
multiplicacion clonal de los vegetales o el desarrollo de cultivos celulares como fuente

productora de metabolitos secundarios.

La diabetes mellitus es un problema de salud mundial que tiene fuerte impacto en
la sociedad, entre otras cosas por su alta prevalencia. La medicina tradicional mexicana
cuenta con un numero importante de especies para el control de los pacientes diabéticos;
entre ellas, Cecropia obtusifolia es una de las plantas utilizadas con mayor frecuencia.
Preparados a base de la infusibn de sus hojas poseen efecto hipoglucemiante
demostrado tanto en modelos experimentales en el animal vivo como en estudios

clinicos.

Los resultados han sido alentadores y han dado lugar a propuestas para el
desarrollo de un fitomedicamento. Para ello, es imprescindible contar con el material
vegetal factible de ser manipulado en su composiciéon quimica para inducir la produccion
de acido clorogénico e isoorientina, compuestos a los cuales se atribuye la actividad

hipoglucemiante.

Una propuesta viable para la propagacién continua de la especie y que asegure
sus propiedades farmacolégicas y el contenido de los principios activos es la
micropropagacion empleando tejido meristematico; por otro lado, el establecimiento in
vitro del cultivo de células en suspensién facilitara la aplicacion de técnicas de estrés
especificas para la produccién de fenoles y que redundara en la sintesis de acido

clorogénico e isoorientina.
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IV. HIPOTESIS

La manipulacion del tipo de explante, la combinacion hormonal y la concentracion
de nitratos en el medio de cultivo, permitiran reproducir en las plantas micropropagadas
las propiedades de C. obtusifolia silvestre e incrementar en los cultivos celulares la

produccién del acido clorogénico e isoorientina.

V. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Establecer las condiciones in vitro para la propagacion masiva de las plantas y el
desarrollo de los cultivos de células en suspension de C. obtusifolia que conserven la

capacidad de producir los compuestos hipoglucemiantes acido clorogénico e isoorientina.

2. Objetivos Particulares

1. Establecer las condiciones de cultivo para la obtencién de callo a partir de explantes
de hoja de planta aclimatada de C. obtusifolia variando la concentracion de los

diferentes fitorreguladores.

2. Evaluar la respuesta morfogénica de los explantes de hipocétilo, cotiledon, tallo y hoja

expuestos a las mejores combinaciones de fitorreguladores segun el objetivo anterior.

3. Multiplicar y aclimatizar las plantulas generadas in vitro, asi como cuantificar la

produccion de acido clorogénico e isoorientina en las plantas generadas.

4. Seleccionar lineas celulares de callos con mayor produccion de acido clorogénico e

isoorientina.

5. Establecer el sistema de cultivo de células en suspension a partir del cultivo de callo

seleccionado.

6. Establecer las cinéticas de crecimiento y producciéon de &acido clorogénico e
isoorientina en cultivos tipo-lote de células en suspension variando las

concentraciones de los nitratos en el medio MS.

7. Corroborar la actividad hipoglucemiante de las hojas de plantas obtenidos por

micropropagacion y de las biomasas celulares.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Colecta e identificacidon taxonédmica del material vegetal

El material vegetal (hojas, frutos y plantas) de C. obtusifolia “guarumbo” fue colectado en
Cunduacan, Tabasco en agosto del 2003. Para la determinacion taxonémica de los
arboles se elaboraron ejemplares los cuales se depositaron en el Herbario Medicinal del
Instituto Mexicano del Seguro Social de México (IMSSM) para su identificacion por la M.
en C. Abigail Aguilar Contreras (Directora del Herbario). Las plantas se transfirieron a
bolsas de plastico con sustrato y se mantuvieron en un invernadero con riego controlado;
posteriormente, se fransfirieron a suelo en la parcela del Centro de Investigacion
Biomédica del Sur del Instituto Mexicano del Seguro Social (CIBIS-IMSS) en Xochitepec,
Morelos (Figura 7).

2. Establecimiento de cultivos in vitro

2.1. Preparacion del cultivo aséptico

Hojas jovenes de C. obtusifolia se removieron de la planta aclimatada en la parcela del
CIBIS-IMSS, se sumergieron en una solucién jabonosa y consecutivamente en 300 mL
de etanol al 70 % durante 3 min y 10 min en una solucién al 1.2 % de hipoclorito de sodio
y 0.2 % de Tween-20 (300 mL); finalmente, las hojas se enjuagaron tres veces con agua

destilada estéril (Figura 7).

De manera aséptica se cortaron secciones de hoja (explantes) de 5 mm?
excluyendo porciones apicales y basales. Los explantes se colocaron en medio de cultivo
liquido de Murashige y Skoog (MS) al 50 % complementado con 15 g/L de sacarosa y
100 mg/L de cisteina (Murashige y Skoog, 1962). A continuacién, se colocaron en papel
filtro estéril para remover el exceso del medio de cultivo y enseguida se transfirieron a
frascos de cultivo (250 mL) con 40 mL de medio de cultivo MS al 50 % complementado
con 15 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar, adicionandole por filtracién 50 mg/L de
cloranfenicol (Sigma) y 4.5 mg/L de amfotericina B (Sigma). Finalmente, se incubaron a
26+2°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz (32 uM/seg.m?) por 8 horas de oscuridad, una
semana después fueron utilizados para inducir la formacion de callo (Debergh y col.,
1993).
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Figura 7. Diagrama de establecimiento de cultivos in vitro, analisis quimico y evaluacion
bioldgica.
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2.2. Germinacion de las semillas del arbol silvestre

Después de 2 meses de colectadas, las semillas de C. obtusifolia se desinfectaron por
inmersion en soluciones de 100 mL, primero de alcohol al 70 % durante 3 min bajo
agitacién constante, posteriormente se transfirieron en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1.2% y agitacion durante 10 min. Posteriormente, las semillas se transfirieron a
una unidad de filtracion y se enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril (Figura 7).
Finalmente, las semillas fueron sembradas en frascos de cultivo (25 semillas por frasco)
con algodén humedecido con agua y medio MS al 50 % complementado con 15 g/L de
sacarosa. Las semillas se incubaron a 261£2°C en la oscuridad y/o bajo fotoperiodo de 16

horas luz (32 uM/seg.m?).

En otro experimento, previo a la desinfeccion, las semillas se hidrataron a
temperatura ambiente durante 24 h y otras se sumergieron en agua caliente a 50°C
durante 30 min. Después del periodo de hidratacion, se transfirieron a frascos tarro con
algodén humedecido con agua y medio MS al 50% complementado con 15 g/L de
sacarosa; a la mitad de los frascos de este ultimo tratamiento se adiciond acido giberélico

(GA3-2.89 uM) y se incubaron en las mismas condiciones.

El numero de semillas germinadas en cada uno de los tratamientos se registré a
los 20, 30 y 40 dias de cultivo. Los resultados fueron analizados por analisis de varianza
(ANOVA) factorial con el programa de estadistica NCSS version 5 (NCSS, 2001) y
pruebas a posteriori de separacion de medias por el método de Diferencia Minima
Significativa (DMSg o5).

Las plantulas emergidas fueron transferidas al medio de cultivo MS al 50%

complementado con 15 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar para favorecer su elongacion.

2.3. Callogénesis

Los explantes de hoja previamente desinfectados y no contaminados después de una
semana se transfirieron a diferentes medios utilizando 30 explantes por tratamiento (5
explantes por frasco de cultivo). Como solucion base se utilizd el medio de cultivo MS
complementado con 30.0 g/L de sacarosa y 8.0 g/L de agar a pH 5.8; los diferentes
tratamientos fueron derivados de las auxinas acido indolacético (AlA), acido indolbutirico
(AIB), acido naftalenacético (ANA) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en tres

diferentes concentraciones (4.46, 8.92 y 13.38 uM) combinadas con la citocinina
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bencilaminopurina (BAP) en una concentracion de 2.22 yM (Gamborg y Phillips, 1995;
Nath y col., 2001; Neves y col., 2001; Bourgaud y col., 2001; Nalawade y Tsay, 2004).
Los explantes se incubaron a 26+2°C bajo fotoperiodo de 16 horas luz (32 pM/seg.m?)
por 8 horas de oscuridad y se transfirieron a nuevo medio cada 4 semanas hasta la

obtencion de callos (Figura 7).

Para evaluar el efecto de los reguladores del crecimiento se registrd el nUmero de
explantes que respondieron a la formacién de callo, las caracteristicas de los callos
formados, asi como el peso fresco (PF) y seco (PS) obtenidos a las 4 y 8 semanas de
cultivo tomando 10 explantes en cada ocasién. Los resultados fueron evaluados de
acuerdo a un ANOVA factorial con el programa de estadistica NCSS version 5 (NCSS,

2001) y pruebas a posteriori de separacién de medias por el método de Tukeyg os (Q).

2.3.1. Cultivos morfogenéticos

Los explantes de hipocétilo, tallo, hoja y cotiledon derivados de plantulas obtenidas por
germinacion se sometieron a los mejores tratamientos para formacién de callo, derivados
de los explantes de hoja de planta aclimatada (2,4-D y ANA con la concentracién de 8.92
MM en combinacién con BAP a 2.22 uM) e incubados bajo las mismas condiciones (Rout
y col., 2000; Nalawade y Tsay, 2004).

La respuesta morfogenética de los diferentes explantes sometidos a los
reguladores de crecimiento fue evaluada cada 4 semanas registrando la formacion de
tejido desdiferenciado (callo), asi como morfogénesis por la generacion de raices o brotes
(Figura 7).

2.4. Micropropagacion
2.4.1. Elongacion y enraizamiento de los brotes

Los brotes generados fueron transferidos al medio de cultivo MS libre de hormonas,
complementado con sacarosa 15 g/L y agar 8 g/L a pH de 5.5. Los cultivos fueron
incubados en las mismas condiciones anteriormente mencionadas (Rout y col., 2000;
Nalawade y Tsay, 2004).
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2.4.2. Endurecimiento y aclimatizaciéon de las plantulas

Para aclimatizar las plantulas generadas in vitro, cuando las partes aéreas de éstas
alcanzaron 5 cm de altura, las raices se lavaron con agua para eliminar el medio nutritivo,
inmediatamente después fueron sumergidas en una mezcla preventiva de fungicidas [(0.5
g/L de ridomil (Novartis Metalaxil-M (4.5%) y clorotalonil (72%) y bactericidas (0.5 g/L de
agrimicina (100 TSIZER-estreptomicina (18.65%) y oxitetraciclina (2%)] durante 3 min
(Figura 7).

Posteriormente, las plantulas fueron transferidas a vasos de unicel, con sustrato
comercial estéril Sunshine Mezcla fina (70-80% de turba Canadiense Esfagnacea,
vermiculita, piedra caliza yeso y agente humectante), abonadas con el fertilizante
comercial Peters (0.6 g/L). Los vasos se taparon con bolsas de polietileno transparente y
se colocaron en el incubador a 26+2°C, bajo fotoperiodo de 16 horas luz (intensidad
luminosa de 32 pM/seg.m?) por 8 horas de oscuridad durante una semana; teniendo

cuidado de mantener humedo el interior de la bolsa (Rout y col., 2000).

Al cabo de una semana se retird la bolsa de plastico y las plantulas se
conservaron aun en el cuarto de cultivos 7 dias mas. A continuacién se trasladaron al
invernadero bajo condiciones controladas de temperatura (27+2°C), humedad (pared
himeda) y riego por aspersién a una intensidad luminosa de 1110 pM/seg.m? en esta
fase, las plantas fueron fertilizadas semanalmente. Cuando las plantas alcanzaron alturas
de 10 y 30 cm se transfirieron a bolsas de polietileno negras de 11x23 cm y 30x34 cm,
respectivamente, utilizando una mezcla de sustrato comercial y tierra de hoja
(proporciones de 2:1). Se colocaron en otro invernadero bajo la misma intensidad
luminosa, temperatura de 30+2°C, condiciones controladas de riego y fertilizacién cada 2
semanas. En esta fase se registré la longitud de las plantas, el grosor del tronco, el
numero de hojas lanceoladas y lobuladas a los 2, 3 y 6 meses de desarrollo (Rout y col.,
2000).

2.5. Cultivo de células en suspension

El cultivo de células en suspension de C. obtusifolia se inicié transfiriendo 2.4 g de
biomasa fresca, de callos derivados de hoja, en 80 mL de medio de cultivo MS liquido
complementado con sacarosa 30 g/L y las hormonas 2,4-D (8.92 uM) en combinacién con

BAP (2.22 uM). Los cultivos se incubaron a 26+2°C, bajo fotoperiodo de 16 horas luz
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(intensidad luminosa de 32 uM/seg.m?) por 8 horas de oscuridad en un agitador orbital a
110 rpm (Rout y col., 2000; Bourgaud y col., 2001; Nalawade y Tsay, 2004).

El desarrollo de las suspensiones se evalud registrando las caracteristicas de
color, disgregacion del callo y crecimiento durante el establecimiento de la suspension
celular. La biomasa celular se filtré en condiciones de esterilidad cada 3 semanas y fue

subcultivada en el mismo medio y condiciones de cultivo (Figura 7).

2.5.1. Cinéticas de crecimiento

Los parametros de crecimiento determinados en cultivos en lote fueron: la velocidad
especifica, el tiempo de duplicacién, indice de crecimiento y biomasa maxima, tomando 3
matraces cada 3 dias (10-16 puntos) en cada lote. Como parametros de medicion se
utilizé el registro del peso fresco (PF) y seco (PS) (Quintero, 1990; Kieran y col., 1997;
Gbémez-Kosky, 1998; Mihlbac, 1998). Con este propdsito, la suspensién celular de cada
matraz se filtr6 al vacio en un embudo Buchner (papel Whatman No. 1, 5 cm de didametro)
y la biomasa se lavé con agua destilada para eliminar los residuos del medio; después de
medir el PF, la biomasa se sec6 a temperatura ambiente y se determiné el PS. Tanto en
la biomasa seca como en el medio de cultivo se analiz6 el contenido de AC e ISO (Figura
7).

2.5.2. Optimizacion de las condiciones de cultivos en suspensiéon
2.5.2.1. Concentracion del inéculo

La densidad del in6culo tiene una influencia relevante en la iniciacion del crecimiento de
suspensiones celulares y determina el patrén de crecimiento y duraciéon de cada fase
(Quintero, 1990; Gémez-Kosky, 1998; Kieran y col., 1997; Mihlbac, 1998). El efecto del

tamano del indculo se evalué manejando biomasas iniciales del 4 y 5% (Figura 7).

2.5.2.2. Concentracion de nitratos en el medio

La concentracion total de nitratos (27.4 mM de nitrato de amonio y de potasio) en el

medio MS, se modificd reduciendo su contenido a 16.0 mM y 8.0 mM (Figura 7). Al igual
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que las cinéticas anteriores, se tomaron muestras en el mismo periodo registrando y
evaluando los mismos parametros (Fritz y col., 2006). Las biomasas maximas obtenidas
fueron comparadas de acuerdo a un ANOVA con el programa de estadistica NCSS
version 5 (NCSS, 2001).

3. Analisis de los metabolitos secundarios por HPLC

3.1. Obtencion de extractos metandlicos

Hojas secas y molidas de arboles silvestres, planta aclimatada de un afio de edad, asi
como de las plantas micropropagadas de 1, 2, 3 y 6 meses de desarrollo, fueron
extraidas de manera individual. Las muestras se maceraron en metanol grado reactivo
(Merck) en una relacion 1:10 (p/v), a temperatura ambiente durante 24 horas, repitiendo
el proceso tres veces (Figura 7). Los extractos de cada muestra se filtraron, se llevaron a
sequedad a presiéon reducida en un rotaevapor (Bichii R-124) y se determiné el
rendimiento para su posterior almacenamiento a 3°C (Nicasio y col., 2005). Muestras de
los extractos metandlicos se maceraron en cloroformo (25 mg/mL), a temperatura
ambiente por 24 h. Después de filtrar, el residuo vegetal se extrajo con metanol (10
mg/mL) y los extractos se filtraron (Whatman, PWDF 0.45 um) para su analisis por HPLC
a A = 254 nm (Nicasio y col., 2005).

En el caso de las biomasas de callos y de las células en suspensién, el material
vegetal se extrajo tres veces consecutivas con metanol (1:10 g/mL). Luego de filtrar y de
llevar a sequedad a presion reducida, los extractos se recuperaron con metanol (10
mg/mL) y se filtraron (Whatman, PWDF 0.45 um) para su analisis por HPLC a A = 254

nm.

3.2. Condiciones para el analisis por HPLC

Para el estudio se utilizé un equipo Waters 996 con bombas binarias (2695) acoplado a
un detector de arreglo de diodos (2696) con un rango de deteccion de 190 a 600 nm vy
operado por el sistema Millenium System Manager Software (Empower 1). En el estudio

se utilizé una columna Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4.6 mm, Merck). La
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separacion cromatografica se realizé por medio de un sistema de elusién por gradientes
con A= H,0-0.5% H;PO,4 y B= CH3CN-CH30H (1:1) manteniendo un flujo constante de 1
mL/min de acuerdo al siguiente esquema: 3min = 90% A; el gradiente se cambia a 80% A
(10min), a 60% A (15 min), a 40% A (2 min), a 10% A (5 min), a 90%A (2 min) y se
sostiene 3 min en 90 % de A (Figura 7). La valoracion de las muestras se realizd por
medio de la comparacién con referencias comerciales obteniendo curvas de calibraciéon
con soluciones de 20, 40, 80 y 160 pg/mL de los compuestos AC (Sigma) e ISO (Indofine)
disueltas en metanol (Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001, Nicasio y col., 2005).

Los contenidos de AC e ISO en hojas de arboles y en los cultivos de células en
suspension desarrollados con diferentes contenidos de nitratos en el medio fueron
evaluados de acuerdo a un ANOVA con el programa de estadistica NCSS versién 5
(NCSS, 2001) y se hicieron pruebas a posteriori de separacion de medias por el método

de Tukeyo .05 ().

4. Actividad hipoglucemiante de los productos

Para evaluar el efecto hipoglucemiante de los extractos metandlicos se utilizaron ratones
Balb-C sanos, machos, con pesos corporales de 22-24 g. Los animales se distribuyeron

aleatoriamente en 5 grupos de 8 individuos cada uno.

Previo ayuno de 6 h, los extractos metandlicos de las plantas disueltos en agua se
administraron por via oral en dosis de 1.0 y 0.5 g/Kg de peso, en un volumen de 200 pL;
al grupo control se les administré el mismo volumen del vehiculo (negativo) y el positivo
recibié glibenclamida (Sigma) a dosis de 5 mg/Kg (Paz y col., 2003). Los extractos de los
callos y suspensiones disueltos en agua se administraron en dosis de 0.5 g/Kg de peso
en un volumen de 200 uL (Nicasio y col., 2005). Las muestras de sangre se colectaron de
la vena caudal, antes y después de 30, 60 y 120 min de la administracion de los extractos
de las plantas y del vehiculo. En el caso de los extractos metandlicos de los callos y
suspensiones, se obtuvieron muestras antes y cada 2 h después del tratamiento (o el
vehiculo). Las muestras se colocaron en criotubos y se centrifugaron a 7500 rpm en una
centrifuga clinica 5417 C durante 7 min; los sueros se mantuvieron en congelacion a 0°C

para la cuantificacion posterior de los niveles de glucosa (Nicasio y col., 2005).
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4.1. Determinacion de los niveles de glucosa sérica

Para cuantificar la glucosa en las muestras se utilizaron juego de reactivos comerciales
(Wiener Lab.) siguiendo las instrucciones establecidas. Brevemente, a 5 uL de la muestra
de suero se adicionaron 5 mL del reactivo, se agitaron las muestras, se incubaron 5 min
a 37°C y se leyeron en un espectrofotometro (Milton Roy 1201) a una longitud de onda de
505 nm. Las concentraciones de glucosa sérica se calcularon empleando una curva de

calibracion con glucosa (DX-5 PISA, inyectable al 5%, Sector Salud).

Los resultados obtenidos se evaluaron aplicando un ANOVA factorial con el
programa de estadistica NCSS versién 5 (NCSS, 2001) y se hicieron pruebas a posteriori

de separacion de medias por el método de Tukeyg o5 (Qt).
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VII. RESULTADOS

1. Colecta e identificacion taxondmica del material vegetal

El material vegetal colectado (Figura 8) fue identificado taxondmicamente como C.
obtusifolia y se registré el ejemplar de herbario (IMSSM) con el nimero 14123.

Ejemplares
para
Colecta de herbario
hojas
Frutos
colectados
Planta
< colectada
10 cm

Figura 8. Material de C. obtusifolia colectado en Cunduacan, Tabasco.

2. Establecimiento de los cultivos in vitro
2.1. Preparacion del cultivo aséptico

El cultivo aséptico en un 100% se logré establecer empleando explantes de hojas
joévenes del arbol de C. obtusifolia adaptado de 1 m de altura (Figura 9), el cual se utilizd

posteriormente para iniciar el proceso de callogénesis.
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10 cm

Figura 9. Arbol de C. obtusifolia aclimatado en el Estado de Morelos.

2.2. Germinacion de semillas del arbol silvestre

Bajo las condiciones establecidas, los porcentajes de germinacién de las semillas fueron
bajos (<20%), las semillas recien colectadas, alcanzaron el 100% de germinacion a las 2
semanas de cultivo (Figura 10). La germinacién en los diferentes medios nutritivos
utiizados y las condiciones de tratamiento (prehidratacion y GA;) no fue
significativamente diferente (Figura 10); por el contrario, las diferencias significativas se
determinaron en el tiempo que tardaron las semillas en germinar (Fg 05, = 3.035; p<0.05),
observandose a los 30 dias de cultivo (DMSy o5 = 0.954) el numero mayor de semillas
germinadas. La inmersion previa de las semillas en agua estéril a temperatura ambiente o
a 50°C no estimuld el proceso de germinacién, tampoco las condiciones de incubacion
empleadas, que estan entre las temperaturas de 16-32°C y luz solar, que son

consideradas como las condiciones éptimas para la germinacion en el habitat de origen.
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Figura 10. Germinacion de semillas de C. obtusifolia en diferentes condiciones de
tratamiento e incubacion. Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes
de acuerdo a la prueba de separaciéon de medias DMS; o5 = 0.954.

2.3. Callogénesis

Los explantes de hoja del arbol aclimatado respondieron al proceso de induccion de
callos en el medio de cultivo con todas las hormonas utilizadas, principalmente cuando el
medio se complementé con las auxinas ANA y 2,4-D. Por el contrario, los explantes que
se sometieron a los tratamientos con las auxinas AIA y AIB se oxidaron y el 100% de
ellos murieron al ser tratados con 8.92 uyM de AIA y 43% al utilizar 13.38 uM de AIB. Al
inicio, los callos presentaron color amarillo verdoso y consistencia dura, tornandose
friables después del tercer subcultivo. En general, los callos presentaron raices

adventicias, principalmente cuando en los tratamientos se adicion6 AIB (Figura 11).

Con base en el ANOVA factorial de los pesos frescos (Fogs3 = 12.27; p=0.0001) y
secos (Fgos3 = 8.11; p=0.0001) de las biomasas de callo a las 4 y 8 semanas de cultivo
(Figuras 12), se determind que las mayores biomasas de callo se obtuvieron al utilizar las
auxinas 2,4-D y ANA (Tukey q 0.05= 826.87 PF; Tukey 4 0.05= 60.94 PS).
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Los tipos principales de cultivos de callos de color verde pardo fueron los
rizogénicos derivados con las hormonas ANA y AIB y los friables con la hormona 2,4-D
(Figura 13). Las caracteristicas de los cultivos se conservaron en los subcultivos

siguientes.

Fitorregulador

(M)

ANA 2,4-D AlB

4.46

8.92

13.38

—_2cm

ND: No hubo desarrollo

Figura 11. Efecto de las auxinas sobre el crecimiento de los callos de explantes de hoja
del arbol aclimatado de C. obtusifolia después de 8 semanas de cultivo.
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callos después de 4 y 8 semanas de cultivo derivados de explantes de hoja del arbol
aclimatado de C. obtusifolia.



______  2cm

Figura 13. Cultivos de callos derivados con diferentes auxinas (13.38 uM) a partir de
explantes de hoja del arbol aclimatado de C. obtusifolia.

2.4. Cultivo de callos morfogenéticos

En el medio complementado con 2,4-D, todos los explantes (hoja, tallo, hipocétilo y
cotileddn) de las plantulas obtenidas in vitro generaron callos con raices; por el contrario,
en presencia de ANA, la respuesta vario segun el explante utilizado: el hipocdtilo, la hoja
y el cotileddn formaron callos morfogénicos con abundantes raices adventicias, grandes
de color blanco. En cambio, 75% de los explantes de tallo formaron callos simples y el
25% restante formo callos con brotes (Figura 14). El numero de los brotes fue variable, en

promedio de 2 a 3 brotes por explante con un maximo de 16.

El subcultivo de los callos en las mismas condiciones conservé la capacidad de
brotacién multiple y de tejido desdiferenciado. Empleando la auxina 2,4-D se obtuvo un
cultivo de callos rizogénicos para cada tipo de explante, y con ANA, se establecieron 2
lineas celulares de callos derivadas de tallo y hoja presentando esta Ultima, raices

adventicias (Figura 14).
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2,4-D (8.92 uM) ANA (8.92 uM)
Explante
Callo Brotes Raices Callo Brotes Raices
Hoja ND ND
Cotileddn ND ND
Hipocétilo ND ND
Tallo ND ND

——2cm

ND = No hubo desarrollo

Figura 14. Efecto de las auxinas 2,4-D y ANA sobre la respuesta morfogenética de los
explantes de plantulas de C. obtusifolia después de 8 semanas de cultivo.

2.5. Elongacion y enraizamiento de los brotes

Todos los brotes se elongaron y respondieron al proceso de rizogénesis in vitro en el
medio MS al 50% libre de hormonas formando plantulas. Después de 2 meses (Figura
15), las plantulas aclimatizadas en condiciones de la camara de cultivos presentaron

como promedio 6.4+0.9 cm de longitud, un numero de 7.51+1.8 de hojas lanceoladas y
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3.311.2 de raices primarias, de las cuales, las mas grandes presentaron una longitud

promedio de 8.6+2.6 cm.

Figura 15. Plantulas de 2 meses obtenidas de los
brotes desarrollados en explantes de tallo con ANA
(8.92 yM) en combinacion con BAP (2.22 uM).

2.6. Endurecimiento y aclimatizacién de las plantulas

Las plantulas de C. obtusifolia generadas in vitro fueron exitosamente adaptadas a las
condiciones de invernadero (140 ejemplares) y de campo (100 ejemplares); en la Figura
16 se representa el proceso de aclimatizacion. Todas las plantulas sobrevivieron después
de 4 semanas de haber sido trasplantadas e incubadas en el invernadero y no mostraron
variaciones morfolégicas entre la poblacién durante este proceso. Algunos de los
parametros de crecimiento considerados durante el desarrollo de las plantas alos 2, 3y 6
meses se muestran en la Tabla 2. Las plantas en el cuarto de cultivo presentaron una
tasa de crecimiento de 1.5 cm mensual, parametro que incrementé a 3.3 cm al ser
trasplantadas a tierra en condiciones de invernadero y a 6.4 cm al ser expuestas
totalmente a las condiciones climaticas tales como iluminacion, temperatura, humedad,
etc. El incremento en la longitud del tallo fue superior al de los arboles aclimatado y
silvestre de C. obtusifolia (Conabio, 2008).

En condiciones de invernadero, las hojas de las plantas son lanceoladas durante
el proceso de crecimiento y su lobulacion comenzé a los 3 meses de su aclimatacion; sin
embargo, al exponer las plantas a las condiciones del medio ambiente, el 95%
desplegaron hojas lobuladas, fendmeno que es caracteristico en los arboles silvestres

(Conabio, 2008). El diametro del tallo y el nimero de las hojas se duplicé después de 6
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meses de desarrollo bajo condiciones ambientales; el incremento en el diametro (2 cm

por afo) del tallo fue similar al de los arboles silvestres de C. obtusifolia (Conabio, 2008).

2 meses 3 meses 6 meses

Figura 16. Proceso de aclimatizacion de las plantulas de C. obtusifolia.

Tabla 2. Parametros de crecimiento de las plantas de C. obtusifolia micropropagadas.

Edad Longitud Grosor del Numero de Emergencia lobular
hoias (%) y namero de hojas
(meses) | del tallo (cm) tallo (cm) J lobuladas
2 8.7+3.7 1.0+0.3 59+26 | = -
(13.6%)
3 12.4+3.9 1.0+0.3 6.4+1.2
1.0+0.0
(95%)
6 31.7+10.0 1.9+0.4 9.1+1.4
21+1.4
n=10
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2.7. Cultivo de células en suspension

Los callos utilizados para establecer los cultivos de células en suspension fueron
biomasas celulares friables de color verde pardo. Al ser transferidas al medio liquido, las
células se aglomeraron y formaron agregados duros que se disgregaron o eliminaron al
momento de cada subcultivo, obteniéndose la linea de células en suspensién de color

verde pardo, la cual presento células libres y en agregados pequenos (Figura 17).

Figura 17. Cultivo de células en suspension de Cecropia obtusifolia empleando un indculo
del 5% de callos derivados de explantes de hoja con 2,4-D (8.92 uM) y BAP (2.22 yM).

2.7.1. Optimizacion de las condiciones de cultivo
2.7.1.1. Concentracion del inéculo

Las cinéticas establecidas para el cultivo de células en suspensién tipo lote aplicando
inodculos de 4% y 5%, presentaron fases de adaptacion de 15 y 9 dias respectivamente.
Posterior a esos periodos, se di6 inicio a la fase de crecimiento logaritmico obteniéndose
las biomasas maximas el dia 33 en el caso del inéculo de 4% y el dia 30 con el in6culo de
5% (Figura 18, Tabla 3). Asimismo, las constantes cinéticas (tiempo de duplicacion,

velocidad especifica y el indice de crecimiento) no fueron significativamente diferentes
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entre ambos indculos. Los rendimientos de las biomasas celulares con respecto a la

fuente de carbono fueron también similares (Tabla 4).

- - 4 - -peso fresco (4%) —&— peso fresco (5%)
---- peso seco (40/0) —— peSO sSeco (5%)
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100

50 1
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento del cultivo de células en suspension de C. obtusifolia
a partir de inoculos del 4 % y 5 % en peso fresco iniciados con callos derivados de
explantes de hoja del arbol aclimatado.

Con el indculo del 4%, en la fase de adaptacion de los cultivos en suspension se
produjo una disminucion del pH, alcanzando el dia 9 el valor mas bajo (5.19+0.13).
Posteriormente, este parametro se incrementé a 6.62+0.07 en la fase de crecimiento
logaritmico cuando la biomasa era maxima, manteniéndose en 5.401£0.19 durante la fase
estacionaria. Los cultivos con el indculo del 5% presentaron un perfil del pH similar al
descrito, con valores de 5.00+0.03 el dia 9 y de 5.551£0.08 al alcanzar la biomasa

maxima, finalizando el cultivo con cifras de 5.52+0.17 el dia 36 (datos no ilustrados).
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Tabla 3. Constantes cinéticas de los cultivos de células en suspensién de C. obtusifolia
obtenidos con indculos del 4% y 5% en peso fresco (PF).

Inéculo Biomasa | Tiempo* indice Tiempo de | Umax™ | Rendimiento
maxima de duplicacion g de
(/L) (dias) crecimiento (dias) (dias™) biomasa/g de
9 sacarosa
% (g/L)
40 173.1 33 3.3 5.3 0.13 -
(PF)
4
3.2 16.6 33 4.2 5.8 0.12 0.55
(PS)
48 293.7 30 5.1 3.6 0.19 -
(PF)
5 3.8 17.6 30 3.6 5.6 0.11 0.59
(PS)

* Tiempo al cual se alcanza la biomasa maxima; ** Velocidad especifica de crecimiento maxima.
(PS) peso seco; (PF) peso fresco

2.7.1.2. Concentracion de nitratos en el medio

Manejando un inéculo del 5%, la concentracion total de nitratos en el medio de cultivo de
las suspensiones celulares se redujo a 16.0 mM y 8.0 mM, con el propdsito de favorecer
el metabolismo secundario. Al reducir a 16.0 mM la concentracion en los cultivos tipo lote,
el crecimiento celular en la fase logaritmica fue similar al establecido en el medio de
cultivo completo (27.4 mM); sin embargo, disminuyé en la fase estacionaria. Con la
concentracion de 8.0 mM de nitratos totales, el cultivo presenté una cinética diferente a
las obtenidas con 16.0 y 27.4 mM de nitratos, dado que el crecimiento celular se sostuvo

a lo largo del periodo de cultivo sin que se alcanzara la fase estacionaria (Figura 19).

Los parametros de crecimiento sometidos al analisis de varianza demostraron que
no existen diferencias significativas entre las biomasas maximas (Fo52=2.45, p=0.167) y

finales (Fo.052,=0.80; p=0.498) obtenidas con las tres condiciones de nitratos en el medio.
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Tanto el indice de crecimiento, como el tiempo de duplicacién y el rendimiento,
disminuyeron conforme disminuyé la concentracion de nitratos; por el contrario, se

incrementd la velocidad especifica del crecimiento celular (Tabla 4).

Al bajar el contenido de nitratos a 16.0 mM, el pH del cultivo inicial tuvo un valor
de 5.31+0.09 y disminuydé a 4.97+0.07 en los primeros cinco dias de la fase de
adaptacion para incrementarse en esta misma fase hasta 5.38+0. Durante el crecimiento
logaritmico el pH fue de 5.98+0.08. En la fase estacionaria, el crecimiento celular fue
menor, y se determiné un pH desde neutro (7.05+0.06) hasta basico al final del cultivo
(7.36+0.). Bajando la concentracién de los nitratos a 8.0 mM, el pH al inicio del cultivo fue
de 5.44+0.02, disminuy6 también en los cinco primeros dias de la fase de adaptacion
hasta 4.66+0.11 y se incrementd en la misma etapa a 4.98+0.04. Durante la fase de
crecimiento logaritmico el pH subié a 5.66+0.14 y a lo largo de la fase estacionaria oscilo
entre 5.57+0.25 y 5.92+0.05 (datos no ilustrados).

—— MS 27.4 mM nitratos - - ® - -MS 16.0 mM nitratos — -& — MS 8.0 mM nitratos
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Figura 19. Cinéticas de crecimiento de las células en suspension con distintas
concentraciones de nitratos en el medio MS.
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Tabla 4. Constantes cinéticas de los cultivos de células en suspensién de C. obtusifolia
en medio MS complementado con concentraciones variables de nitratos.

Contenido Biomasa indice Tiempo de Mmax Rendimiento
di:t';';:tsos maxima de duplicacion g de biomasalg
(/L) crecimiento (dias) (dias™) de sacarosa
27.4 mM 17.6 3.7 5.60 0.11 0.59
16.0 mM 18.17 3.5 3.88 0.18 0.60
8.0 mM 13.46 1.9 3.33 0.21 0.45

3. Analisis del contenido de los metabolitos secundarios

3.1. Referencias de AC e ISO

El sistema de gradientes utilizado permitié la separacion de los compuestos AC e ISO

con tiempos de retencion de 7.12 min y 15.45 min respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Perfil cromatografico (A= 254 nm) de los estandares comerciales de AC e ISO.
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3.2. Concentraciones de AC e ISO en los cultivos de callos

Es bien conocido que las células vegetales son totipotenciales y pueden producir todos
los compuestos originalmente encontrados en las plantas. En los cultivos de callos
derivados de los explantes de hojas de C. obtusifolia silvestre y adaptada sélo se detecto
AC, uno de los dos compuesto de interés en este estudio. En las diferentes lineas
celulares muestreadas se registré una sefal con un tiempo de retencion de 10 min que
corresponde al acido ferulico (Figura 21), compuesto que no se detectd en los extractos

de las plantas silvestre, aclimatada y micropropagada.
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Figura 21. Perfil cromatografico (A= 254 nm) del extracto metandlico de un cultivo de callo
de C. obtusifolia.

Las concentraciones de AC fueron similares en las diferentes lineas celulares. Es
importante sefialar que las concentraciones de AC disminuyeron al incrementarse el
numero de los subcultivos; sin embargo, después del cuarto cambio, las concentraciones
se mantuvieron constantes (Tabla 5). Los niveles mas altos de AC se registraron en los
cultivos de callos rizogénicos generados con los explantes de tallo y hoja que fueron

expuestos a la hormona ANA (Tabla 6).
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Tabla 5. Efecto de las auxinas en la acumulacion del AC en los cultivos de callos
derivados de explantes de hoja del arbol aclimatado de C. obtusifolia.

Concentraciéon del | Numero de ANA 2,4-D AlB
fitoregulador subcultivos
AC (mg/g callo)

(1M)

4.46 2 3.98+1.21 3.34+0.33 1.04+0.04
3 2.1340.03 1.86+0.11
4 NA 2.13+0.03
6 1.55+0.19 1.91+0.06
7 1.48+0.01 1.64+0.01

8.92 2 3.04+0.07 3.00£0.07 3.9840.33
3 2.13+0.03 1.84+0.26
4 1.8410.26 2.13+0.03
6 1.51+0.01 1.91+0.06
7 1.36+0.38 2.11+0.10

13.38 2 2.1710.13 0.82+0.05 1.16+0.01
3 1.70+0.11 1.30+0.07
6 1.3040.07 NA
7 2.02+0.15 1.70+0.11

NA= no fue analizado
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Tabla 6. Efecto de las auxinas y el tipo de explante en la acumulacién de AC en los

cultivos de callos de C. obtusifolia.

Numero de

Fitorregulador

AC (mg/g callo)

subcultivos (8.92 pM)

Hipocétilo | Cotiledén Tallo Hoja
1 2,4-D NA NA NA 0.8940.11
2 1.10+0.03 1.41+0.13 NA 1.44+0.16
3 1.12+0.02 1.46+0.01 | 1.22+0.09 | 1.08%0.07
4 1.12+0.03 1.74+0.17 | 2.25+0.12 | 1.97+0.03
5 1.66+0.08 1.45+0.03 | 3.50+0.01 1.21+£0.05
6 2.07+0.01 1.19+0.15 NA 1.78+0.03
1 ANA 3.69 1.25
2 NA 1.96+0.16
3 3.57+0.05 | 4.77+0.03
4 2.6110.18 | 4.17+0.61

NA= no fue analizado.

3.3. Concentraciones de AC e ISO en los cultivos en suspensiéon

A diferencia de los cultivos de callos, los de células en suspension sintetizaron los

compuestos AC e ISO. Las concentraciones de ambos compuestos en estos cultivos

variaron de acuerdo con el ino6culo utilizado para iniciar el cultivo y con el crecimiento

celular. La produccién de AC se detectd desde el inicio de los cultivos, y en etapas

consecutivas, se detectd en las muestras la aparicion del acido ferulico y otro compuesto

aun no identificado con tiempos de retencién de 10 y 12 min respectivamente. Las
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muestras correspondientes a la etapa final del crecimiento logaritmico mostraron las

sefiales del compuesto ISO (Figura 22).
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Figura 22. Perfil cromatografico (A= 254 nm) del extracto metandlico del cultivo de células
en suspension de C. obtusifolia.

3.3.1. Efecto de la concentracion del in6culo sobre la producciéon de AC e ISO en

los cultivos celulares

En la cinética de crecimiento establecida, manejando un indculo del 4% con respecto al
peso fresco, el AC fue detectado en concentraciones de 0.57-1.94 mg/g de biomasa seca
(BS) y no se detectd el compuesto ISO (Figura 23). En la fase de latencia, los niveles de
AC fueron constantes, pero se incrementaron durante la fase de crecimiento logaritmico
registrandose la mas alta concentracion a los 24 dias de cultivo (15.94 mg/L).
Posteriormente, la produccion del compuesto fluctué, mostrando el decremento mas
importante a los 33 dias (biomasa maxima). Después de este tiempo, la acumulacién de
AC se volvié a incrementar, estabilizandose su produccion durante la fase estacionaria

(13.64 mg/L). En esta linea celular y bajo estas condiciones de cultivo, se puede
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considerar al AC como un metabolito mixto, es decir, que su produccion esta

parcialmente asociada al crecimiento (Quintero, 1990).
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Figura 23. Cinéticas de crecimiento celular y acumulacion de AC en los cultivos en
suspension de C. obtusifolia con un indculo del 4%.

Con un in6culo del 5% con respecto al peso fresco (Figura 24), se detectdé AC en
niveles similares (0.53-1.50 mg/g de BS) a los anteriores detectados y su comportamiento
también fue el de un metabolito mixto. Se detectd6 desde el inicio del cultivo,
incrementando su producciéon durante la fase del crecimiento logaritmico, alcanzando la
mayor produccién (25.34 mg/L) a los 30 dias de cultivo. Posteriormente, la produccion

disminuyd gradualmente durante la fase estacionaria (15.22 mg/L).

Por otra parte, la produccién de ISO refleja la de un compuesto inducible de tipo
fitoalexina. Este producto, en el medio de cultivo MS completo en contenido de sales, se
presentdé Unicamente en la fase de crecimiento logaritmico (dias 24 y 27) con niveles de
1.03+£0.03 mg/L y 1.54 mg/L respectivamente.
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Figura 24. Cinéticas de crecimiento celular y acumulacién de AC en los cultivos en
suspension de C. obtusifolia con un inéculo del 5%.

3.3.2. Efecto de la concentraciéon de nitratos en la produccion de AC e ISO en los

cultivos celulares

La disminucién del contenido de nitratos del medio en las suspensiones celulares,
favorecio la acumulacion de AC; mientras que, la produccién de ISO s6lo se mantuvo
constante. La acumulacién de AC con 16.0 mM de nitratos totales presentd una cinética
de crecimiento similar a la determinada con el medio completo (27.4 mM); por el
contrario, con 8.0 mM de nitratos, la produccién mayor se registré a los 23 dias de cultivo,
posteriormente decayd (Figura 25). Las maximas concentraciones de AC obtenidas
fueron significativamente diferentes (F5,=13.45; p=0.0061; Tukey (05=20.183), siendo
10.25 mg/L la concentracion en el medio MS completo, misma que se triplicéd (31.57
mg/L) y cuadruplicd (43.98 mg/L) al reducir el contenido de los nitratos a 16.0 mM y 8.0
mM, respectivamente.
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Figura 25. Cinéticas de produccién del compuestos AC en cultivos celulares de C.
obtusifolia con concentraciones variables de nitratos en el medio MS.

Con relacién al compuesto ISO (Figura 26), su produccién en el medio de cultivo
completo se presentd Unicamente durante el crecimiento logaritmico (dias 25 y 28) con
niveles de 1.03+0.03 mg/L y 1.54 mg/L respectivamente. Al igual que el AC, la
disminucién del contenido de nitratos a 16.0 y 8.0 mM favorecié su produccion, se indujo
la biosintesis mas temprana y por tiempo prolongado, a partir del dia 14 hasta el final del
cultivo. En la condicion 16.0 mM se inhibié la producciéon de ISO en la fase estacionaria,
incrementandose al final del cultivo; en tanto que, con la concentracion 8.0 mM de
nitratos, ISO se incrementd de manera sostenida hasta el término de la incubacién. La
maxima concentracion del compuesto en el medio completo fue de 1.54 mg/L y de
1.08+0.18 y 1.54+0.15 mg/L al reducir la concentracién de nitratos a 16.0 mM y 8.0 mM
respectivamente (Figura 26). Estos resultados indican que ISO puede ser considerado un
compuesto inducible, como una fitoalexina, que se produce principalmente en la fase

estacionaria y en condiciones de estrés por deficiencia nutricional.

En un medio MS complementado con 8.0 mM de nitratos y a los 18 dias de

cultivo, la biomasa tuvo un contenido de 5 mg/g de AC, concentracién mayor a la de hoja
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de la planta silvestre (2.2 mg/g). Por otro lado, el contenido de ISO en la biomasa fue 10

veces menor (0.12 mg/g) al de la hoja (1.1 mg/g).
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Figura 26. Cinéticas de produccion del compuesto ISO en cultivos celulares de C.
obtusifolia con concentraciones variables de nitratos en el medio MS.

3.4. Concentraciones de AC e ISO en las plantas de C. obtusifolia

El andlisis por HPLC indicé que tanto la planta aclimatada al Estado de Morelos como las
micropropagadas (Figura 27) conservaron la capacidad de producir los compuestos AC e
ISO, asi como un compuesto con espectro de absorcidén similar al de su aglicona,
luteolina (tr=17.0 min). Por medio de un ANOVA simple se determiné una diferencia
significativa entre las concentraciones de los compuestos en la planta silvestre,
aclimatada y micropropagada (Foos s 1=20., p<0.05). Las concentraciones de ambos
compuestos en la planta micropropagada de 6 meses de edad fueron similares a los de
las plantas aclimatada y silvestre (Tukey g5 = 1.9824) (Tabla 7). En la planta
micropropagada de 2 meses de desarrollo se acumulé mas acido AC que ISO, pero en
las otras etapas del desarrollo ambos compuestos se produjeron en concentraciones

similares.
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Figura 27. Perfil cromatografico (A= 254 nm) de los extractos metandlicos de hojas de
arboles y plantas de C. obtusifolia: silvestre (a), aclimatada (b) y micropropagada (c).
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Tabla 7. Concentraciones de AC e ISO en los arboles y las plantas de C. obtusifolia.

Planta Concentracién (mg/g hoja)
AC ISO Total
Silvestre 2.21+0.13 (bc) 1.10+0.10 (bc) 3.31
Aclimatada 2.7010.40 (ab) 2.11£0.10 (b) 4.81

Micropropagada

1 mes 0.66+0.22 (c) 0.2710.09 (c) 0.93
2 meses 3.61£0.89 (a) 1.171£0.21 (bc) 4.77
3 meses 0.7310.43 (bc) 0.4110.24 (bc) 1.14
6 meses 1.61+0.78 (bc) 1.30+0.58 (bc) 3.01

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukeyt q: 005 22; CA e
1ISO=1.9824).

4. Efecto hipoglucemiante de los productos

4.1. Actividad de los extractos de las plantas

Como se observa en la Figura 28, en comparacion con el grupo control tratado con el
vehiculo, dosis de 0.5 g/kg de los extractos metandlicos de hojas de las plantas silvestre,
aclimatada y micropropagada, disminuyeron en los animales normoglucémicos los niveles
de la glucosa sérica con una diferencia significativa a las 2 y 4 horas (Fos: 4, 105=3.69;
p<0.05). Asimismo, se determind diferencia significativa entre las actividades
determinadas a las 2 y 4 horas (Fos: 2, 105=15.12; p<0.05), siendo mayor el efecto a las 2
h de administrados los productos (<20%). Incrementando la dosis del extracto de la
planta silvestre a 1 g/kg, el efecto hipoglucemiante a las 4h fue ligeramente mas intenso

(24%) que el producido por la glibenclamida a una dosis de 5 mg/kg (14%).
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Figura 28. Efecto de los extractos de las plantas de C.obtusifolia sobre los niveles de
glucosa sérica en ratones normoglucémicos.

4.2. Actividad hipoglucemiante y contenido de AC e ISO en los extractos de
las plantas de C. obtusifolia

La actividad hipoglucemiante de los extractos evaluados podria estar positivamente
correlacionada con el contenido de AC e ISO. El mayor efecto (28 %) se registré alas 2 h
tras la administracion de 1 g/kg del extracto del arbol silvestre cuyo contenido de AC fue
de 25.6£1.5 mg y de 14.4+0.7 mg de ISO (Fs; 3, s=196.028; to.05, ,=6.81); con una dosis
menor del extracto (0.5 g/kg) la actividad disminuyé a 7% (Tabla 8).

Sin embargo, comparando el contenido de AC en los extractos de las tres plantas
administradas a una misma dosis, se observé que la intensidad del efecto
hipoglucemiante a las 4 h de administrados los productos fue silvestre=aclimatada
>micropropagada (AC= 12.8+0.7 mg; 7.3+1.0 mg; 2.1£0.2 mg) e (ISO= 7.2+0.4 mg;
5.7+0.2 mg; 3.3+0.01 mg) (Tabla 8).
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Tabla 8. Contenido de AC e ISO y efecto hipoglucemiante de los extractos de las plantas

C. obtusifolia.

Extracto de planta AC ISO Hipoglucemia (%)
(mg/dosis) (mg/dosis) 2h ah
Silvestre (1 g/kg) 25.6+1.5 14.4+0.7 28 24
Silvestre (0.5 g/kg) 12.8+0.7 7.2+0.4 7 19
Aclimatada (0.5 g/kg) 7.311.0 5.7+0.2 14 20
Micropropagada (0.5 g/kg) 2.1+0.02 3.31.0.01 13 0

4.3. Actividad de los extractos de células en suspension

Dosis de 0.5 g/kg del extracto de las biomasas celulares cultivadas 18 dias en medio MS

con concentraciones variables de nitratos presentaron actividad hipoglucemiante a las 2 h

de su administracién (Figura 29, Tabla 9). Con respecto al grupo tratado con el vehiculo,

el extracto que presentd la mayor actividad fue el proveniente del medio de cultivo con

16.0 mM de nitratos (31.76%). Menor actividad mostraron los extractos de los cultivos
tratados con 27.4 mM y 8.0 mM de nitratos (22.22% y 19.66% respectivamente),

actividades que no fueron significativamente diferentes entre ellas (Tukeyt Q; .05 22 =

4.25).
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Figura 29. Efecto de los extractos de células en suspension de C. obtusifolia en medio
MS con concentraciones variables de nitratos sobre los niveles de glucosa sérica en

ratones normoglucémicos

Tabla 9. Contenido de AC e ISO y efecto hipoglucemiante de extractos de células en

suspension de C. obtusifolia en medio MS con concentraciones variables de nitratos.

Tratamiento Hipoglucemia AC 'S0
(%) (mg/dosis) (mg/dosis)
Control 4.84 0 0
Células en suspension
27.4 mM nitratos 2222 b 4.08 0
16.0 mM nitratos 31.76 a 7.90 0.19
8.0 mM nitratos 19.66 b 5.04 0.07

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de
separacion de medias Tukeyt Qi .05, 22 = 4.25.
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VIIl. DISCUSION

Los productos naturales, entre ellos los vegetales, son una fuente inagotable de
metabolitos secundarios, moléculas activas que pueden tener aplicacion con fines
terapéuticos. En la busqueda de nuevos farmacos, estas moléculas son novedosas
estructuras que pueden ser utilizadas en su forma original o como prototipos para la
sintesis de derivados de gran especificidad y con menores efectos secundarios. Sin
embargo, aquellas plantas que son utilizadas en las medicinas tradicionales tienen en la
actualidad fuerte impacto en la sociedad y la complejidad de sus constituyentes, asi como
la accion que ejercen sus extractos sobre diversos blancos terapéuticos son de interés

tanto para la industria farmacéutica como para la comunidad cientifica.

México goza de una flora medicinal que es extensa, diversa y cuyas propiedades
medicinales son del conocimiento ancestral de sus pobladores. Apoyandose en los
conocimientos etnobotanicos y cientificos de las plantas, actualmente se continta en la
biusqueda de nuevos farmacos y se ha generado un campo de investigacion
multidisciplinario involucrando estudios etnobotanicos, fitoquimicos, farmacoldgicos vy

biotecnoldgicos.

La investigacion cientifica de la herbolaria medicinal de México ha propiciado el
desarrollo de algunos fitomedicamentos y con estos propdsitos se ha abordado el estudio
de una de las especies medicinales de amplio uso en el pais como remedio para el
control de la diabetes mellitus, Cecropia obtusifolia. En su gran mayoria, las plantas
medicinales en México no son cultivadas; por ello, la biotecnologia es una herramienta
valiosa que viene a contribuir a resolver el problema para la obtencién de un material
vegetal controlado y en gran escala. Los resultados en el presente estudio son una
aportacién a la investigacion de la planta y establecen las condiciones necesarias para la
produccion del vegetal (Figura 16), asi como de los cultivos de células en suspension con
un alto contenido de los dos principales compuestos responsables de la actividad

hipoglucemiante, el AC y la ISO (Figuras 25 y 26).

En el proceso de callogénesis con explantes de hoja de la especie C.obtusifolia
colectada en el Edo. de Tabasco y aclimatada al Edo. de Morelos, se demostré que los
tratamientos con los fitoreguladores ANA y 2,4-D a una concentracién de 2 mg/L (8.92
MM) en el medio generan la mayor produccion de biomasa (Figura 12); estos
fitorreguladores son los mas ampliamente utilizados en procesos de callogénesis.

Asimismo, la concentracion de las auxinas también fueron éptimas para la callogénesis
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(Figura 14) con explantes de hoja, hipocatilo y cotileddn de plantulas obtenidas a partir de
la germinacién in vitro de las semillas. Por el contrario, el tallo expuesto a ANA gener6
brotes (Figura 14), situacion que es predecible dada la presencia de tejido meristematico
en este tipo de 6rganos, aunque las concentraciones de los fitorreguladores presentes en
el medio MS (8.92 upM de 2,4-D y 2.22 uM de BAP) no son las 6ptimas (8.92 uM de BAP)
para inducir brotacion (Rout y col., 2000; Nalawade e His-Sheng 2004).

En la literatura cientifica, la germinacién de las semillas de C. obtusifolia obtenidas
directamente del arbol silvestre reporta un valor de 85-90%. Después de 7 dias que éstas
han caido al suelo, unicamente la mitad de ellas han sido viables y el porcentaje de
germinacion baja hasta 20-40%. El bajo porcentaje de germinacion (20%) observado en
el presente estudio con las semillas de C. obtusifolia se atribuye fundamentalmente al
tiempo que transcurrié entre la colecta realizada en la zona de Tabasco y el manejo in
vitro de las mismas en las condiciones establecidas. Es importante sefalar que las
semillas son recalcitrantes y los embriones tienen un periodo de vida corto (La Pierre,
2001; Conabio, 2008).

La elongacion y el enraizamiento in vitro de los brotes fue un proceso espontaneo
que se di6é en el medio libre de reguladores y la posterior aclimatizacion de las plantulas
en condiciones de invernadero y campo fue exitosa (Figura 15). Estd ampliamente
descrito que el éxito de un protocolo de cultivo de tejidos dependera de la eficiencia con
la que se logren aclimatizar las plantulas obtenidas in vitro (Nalawade y Tsay, 2004). Al
respecto, varios autores han mencionado que los problemas de aclimatizacién mantienen
una estrecha relacion con la calidad de la raiz, sobre todo cuando el desarrollo de la
plantula se ha llevado a cabo en un medio de cultivo gelificado con agar y pasa luego a

un manejo ex vitro perdiendo funcionalidad (Yu y col., 2000).

Con respecto a la velocidad de crecimiento mensual que registraron las plantas
micropropagadas (Tabla 2), éste es un parametro que fue superior al reportado para las
especies silvestres, efecto que podria ser atribuido a que al producirse in vitro
conservaron cierta concentracion de los reguladores de crecimiento (Conabio, 2008). En
condiciones de invernadero, las hojas de las plantas fueron lanceoladas y la lobulacién se
inicio a los 3 meses de su adaptacion; sin embargo, al exponer las plantas a las
condiciones del medio ambiente, el 95% de ellas desarrollaron hojas lobuladas,
fendmeno que es caracteristico en los arboles silvestres (Conabio, 2008). Por otra parte,
después de 6 meses de desarrollo en las condiciones ambientales, se observé que el

didmetro del tallo y el numero de las hojas se habia duplicado; el incremento en el

66



diametro (2 cm por afio) del tallo fue similar al de los arboles silvestres de C. obtusifolia
(Conabio, 2008).

A lo largo de 6 meses de crecimiento, la concentracidén de los constituyentes en
los extractos metandlicos de las hojas de las plantas aclimatada y micropropagada no
fueron significativamente diferentes a los del arbol silvestre y se detectaron en todas las
muestras sefales de AC e ISO (Figura 27). Si bien, en la planta micropropagada de 2
meses de desarrollo se detecté mayor concentracion del acido AC que ISO (Tabla 7),
ambos fenoles se sintetizaron luego en concentraciones similares, pero significativamente
menores a las registradas a los 2 meses de edad. Las diferencias observadas son
coherentes ya que la planta joven es mas vulnerable al ataque microbiano y produce
concentraciones mayores de los compuestos de defensa que el arbol adulto (Goralka y
Langenheim, 1996; Nugroho y y Verporte, 2002; Shudha y Ravinshanka, 2002). Ademas,
estas diferencias podrian estar relacionadas con factores ecolégicos y ambientales
(temperatura, humedad, altitud, suelo y microflora) de las localidades donde las plantas
aclimatada, aclimatizadas (Xochitepec, Morelos; 1109 msnm) y el arbol silvestre crecen
(Cunduacan, Tabasco; 40 msnm), asi como a la disponibilidad de nutrientes y periodo de
colecta de las hojas (Charlwood y Rhodes, 1990; Goralka y Langenheim, 1996; Nugroho
y y Verporte, 2002; Shudha y Ravinshanka, 2002). Sin embargo, se ha reportado un
aumento en el contenido de AC con el incremento de la edad, bajo estrés por minerales,

sequia y carencia de nitrégeno en plantas de Heliantus annuus (Adams y Price, 1978).

En el estudio presente, a lo largo del desarrollo mensual de las plantas aclimatada
y micropropagada, los niveles de AC en los extractos metandlicos de las hojas fueron
similares a los determinados en estudios anteriores en la especie silvestre (0.22-2.99
mg/g) (Herrera y col., 2004; Nicasio y col., 2005); sin embargo, el compuesto ISO es
cuantificado por primera vez en la especie. Cabe mencionar que el contenido del
compuestos AC en la planta silvestre fue ligeramente menor al reportado para la especie

colectada en Veracruz (Nicasio y col., 2005).

La potencia del efecto hipoglucemiante de las plantas evaluadas en el modelo
animal de experimentacion muestra que la planta aclimatada reproduce la actividad
biolégica del arbol silvestre, alcanzando un valor maximo del 20% a las 4 h de
administrada la dosis de 0.5 g/kg de extracto (Tabla 8); a este tiempo, la especie
micropropagada no presento actividad. Con base en los estudios anteriores que atribuyen
el efecto hipoglucemiante de C.obtusifolia silvestre a la presencia de AC en el extracto
metandlico (Andrade-Cetto y col., 2001; Nicasio y col., 2005) y de ISO (Andrade-Cetto y

67



col., 2001), cabe senalar que el contenido de AC en los extractos de la especie
micropropagada fue de 2.1 mg/0.5 g y de 7.3 mg/0.5 g en la planta aclimatada, dosis
significativamente menores a la de la planta silvestre (12.8 mg/0.5 g). A su vez, la
concentracién del compuesto ISO en los extractos de las plantas micropropagada,
adaptada y silvestre fue de 3.3 mg/0.5 g, de 5.7 mg/0.5 g y de 7.2 mg/0.5 g
respectivamente; resultados que permiten asumir que la actividad hipoglucemiante
depende de la dosis de los productos a administrar, y probablemente, a la precencia de

otros compuestos.

En base a las caracteristicas de friabilidad que presentaron los callos drivados de
explants de hoja de la planta aclimatada, el cultivo en suspensién se establecié con 2
mg/L (8.92 uM) de 2,4-D (Figura 17) y las cinéticas mostraro que el tiempo de
duplicacion, la velocidad especifica y el indice de crecimiento (Tabla 3), estan dentro de
los parametros reportados para los vegetales (Payne y col., 1992; Villarreal y col., 1997;
Kieran y col., 1997).

Independientemente de las auxinas utilizadas como fitoreguladores, las lineas
celulares de callo mostraron sélo la presencia del compuesto AC en concentraciones
similares (Tablas 5 y 6); por el contrario, en el cultivo en suspension (Figuras 23 y 24), AC
se detectd durante todo su desarrollo (constitutivo) mientras que ISO se detecto
solamente al final del crecimiento logaritmico, lo que indicaria que es un producto no
asociado al crecimiento, metabolito secndario (Wang y col., 2003). Los niveles de AC e
ISO detectados en los cultivos celulares fueron similares a los detectados en las hojas de
la especie silvestre. Se ha reportado que los cultivos de células en suspensién de
Eucommia ulmoides establecidas con 2,4-D, acumulan AC (2.15160.09) en niveles

similares a los detectados en las hojas (2.56+60.06) de la planta (Wang y col., 2003).

Basados en la hipotesis sobre el balance del nutriente carbono y nitrégeno en las
plantas propuesta por Fritz y col. (2006), la disminucion de la concentraciéon de los
nitratos en el medio de cultivo estimularia la produccion de metabolitos de tipo fendlico.
Un antecedente importante a sefialar en este trabajo es que en los cultivos de células en
suspension tipo lote en concentraciones variables de nitratos en el medio (16.0, 27.4 mM)
no afectaron el desarrollo maximo de la biomasa celular (Figura 19 y Tabla 14); sin
embargo, aunque la biomasa celular se redujo con concentraciones de 8.0 mM de
nitratos totales, la produccion de AC se cuadruplico (Figura 26). Por ofra parte, la
reduccion de los nitratos a una concentracién de 8.0 mM no incrementd la sintesis de ISO

(Figura 17); no obstante, mantuvo su produccion hasta la fase estacionaria, indicando con
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ello la producciéon de un metabolito secundario inducible de tipo fitoalexina (McNally y
col., 2003).

La luz es otro factor que ya se ha contemplado como importante para el
establecimiento y desarrollo de las suspensiones celulares y la produccion de AC (Guillet
y col., 1999). Por ejemplo, en la especie C. peltata se ha reportado que la mejor condicion
en medio MS complementado con la auxina 2,4-D es mantener un fotoperiodo de 8 h luz
(Rios, 2007). En iguales condiciones a las reportadas, la biomasa maxima obtenida en
los cultivos en suspension de C. obtusifolia fue mayor a la obtenida con C. peltata,
aunque la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de duplicacion fueron similares.
A diferencia de lo observado con los cultivos celulares de C. obtusifolia, la biomasa
maxima de C. peltata se incremento al disminuir a la mitad el contenido de nitratos en el
medio (Rios, 2007). La inducciéon de compuestos fendlicos por medio de la reduccion de
los nitratos en las suspensiones celulares se ha logrado con éxito para varias especies
medicinales; tal es el caso de la capsaicina en Capsicum frutescens (Ramachandra-Rao
y Ravishankarb, 2002), antraquinonas en Morinda citrifolia (Farzami-Shepher y Ghorbanli,

2002) y antocianinas en especies de Vitis (Ramachandra-Rao y Ravishankarb, 2002).

En comparacion con el extracto metandlico de la planta silvestre, la evaluacion del
efecto hipoglucemiante de 0.5 g/kg via oral de los extractos metandlicos obtenidos del
cultivo en suspension a los 18 dias (fase final del crecimiento logaritmico) y con los
tratamientos correspondientes a 8.0 mM, 16.0 mM y 27.4 mM de nitrato total en el medio
MS (Figura 29 y Tabla 9), mostrd en los tres casos, una disminucion significativa de los
niveles séricos de glucosa a las 2 h siguientes a la administracion de los productos. La
mayor actividad se observé con el extracto de la suspension celular desarrollada en el
medio con 16.0 mM de nitratos con un valor de 31.8% efecto significativamente superior
al demostrado con el extracto de la planta silvestre (7%). Considerando que la
composicion del extracto de la planta silvestre es mas complejo que la del cultivo en

suspension, la interaccién entre los compuesto puede estar alterando el efecto bioldgico.
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IX. CONCLUSIONES

1. La planta silvestre colectada en Tabasco, se aclimaté exitosamente a las

condiciones climaticas del Edo. de Morelos.

2. El proceso de desinfestacién de las hojas de la planta adaptada permitié obtener
un cultivo aséptico en condiciones in vitro. Los diferentes explantes respondieron
al proceso de desdiferenciacién estableciéndose lineas celulares friables. EI mejor
tratamiento para obtener las lineas celulares fueron las auxinas ANA y 2,4-D en

concentracion de 8.92 yM en combinacion con 2.22 yM de BAP.

3. Al no preservarse las condiciones 6ptimas para la viabilidad del embrién cigético
(luz, temperatura y humedad), el porcentaje de germinacion de las semillas secas
de la planta silvestre fue bajo (<20%). De las semillas germinadas se obtuvieron
plantulas cuyos explantes de hoja, tallo, hipocétilo y cotiledon desarrollaron callos
rizogénicos con la auxina 2,4-D. Cuando los explantes fueron expuestos a ANA, la
hoja formé callo, cotiledén e hipocétilo desarrollaron raices adventicias y el tallo

genero callo o callo con brotes.

4. Los brotes se separaron, elongaron y enraizaron en medio MS libre de
fitoreguladores de modo que las plantulas generadas fueron aclimatizadas en
condiciones de invernadero y de campo para obtener las plantas

micropropagadas que se analizaron en el presente estudio.

5. Las plantas micropropagadas conservaron las caracteristicas morfoldgicas de la
especie silvestre y sintetizaron los compuestos AC e ISO, asi como la aglicona de

SO, luteolina.

6. La concentracion de los metabolitos secundarios AC e ISO en las plantas

micropropagada varié segun la edad del vegetal.

7. Todas las lineas celulares mostraron produccion de AC en concentraciones
similares, asi como acido ferulico, uno de los precursores del fenilpropanoide;

ninguna produjo I1SO.

8. A partir de una linea celular se inicid el cultivo de células en suspensién

empleando un inéculo de 5% que mostrd la cinética de crecimiento tipica de los
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10.

11.

12.

13.

vegetales indicando con ello que se disefaron las condiciones 6ptimas para su

mantenimiento en cultivo tipo lote.

El cultivo de células en suspensién presentd células libres con pocos agregados
de tamano pequeno. Desde el inicio del cultivo se detectd la produccion de AC y

al inicio de la fase estacionaria se sintetizé el compuesto ISO.

En el cultivo de células en suspension, la sintesis de AC mantuvo una estrecha
relacion con el crecimiento celular mostrando con ello que AC es un metabolito
constitutivo. Por el contrario, la sintesis de ISO se indujo soélo en la fase
estacionaria indicando que el compuesto es un metabolito secundaro inducible de

tipo fitoalexina.

La restriccion de nitratos en el medio de cultivo no modificé el crecimiento celular,
pero estimuld significativamente la sintesis del AC. En el caso del ISO, la
disminuciéon de la concentracion de nitratos en el medio no modificé la
concentracién del compuesto, pero mantuvo su produccion a lo largo de toda la
fase estacionaria. La disminucion de nitratos favorecié la produccién de ambos

compuestos.

El efecto hipoglucemiante de los productos analizados indica que la mayor
actividad se logr6 con la suspension celular cultivada en un medio
complementado con 16.0 mM de nitratos en el que hay produccién de los
metabolitos AC e ISO, compuestos cuya actividad hipoglucemiante ha sido

anteriormente demostrada.

Dado que no existe en la literatura cientifica reportes sobre el establecimiento de
cultivos in vitro de la especie Cecropia obtusifolia, el presente trabajo es una
aportacidén para la obtencion del material vegetal que se propone como agente

terapéutico.
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X. PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras en el estudio de C. obtusifolia se propone ampliar el espectro
de las observaciones para la obtencién de un cultivo que incremente la concentraciéon de
los metabolitos secundarios responsables de la actividad hipoglucemiante, a un nivel

notablemente superior al de la planta silvestre.

« Establecer los niveles de nitratos necesarios para una mayor produccion de

los compuestos hipoglucemiantes AC e ISO

+ Utilizar metales (cobre y fierro), celulasa o metillasmonato como estrategia de

estimulacioén para incrementar la produccion de los compuestos fendlicos.

% Evaluacion quimica y farmacoldgica de los compuestos fendlicos aun no

identificados en los cultivos de callos y células en suspension.

7
0’0

Escalamiento del cultivo de células en suspension.
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