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RESUMEN

Los linfomas son neoplasias hematopoyéticas, que se encuentran entre las principales
causas de muerte en el mundo, y aunque el tratamiento con agentes
quimioterapéuticos es alentador, el desarrollo de resistencia a los tratamientos impide
la eliminaciobn completa de las células transformadas y hace necesario desarrollar
nuevas alternativas terapéuticas, como los compuestos fendlicos y lactonas

sesquiterpénicas producidas por las plantas.

En el presente trabajo se logré establecer un cultivo aséptico de semillas de Arnica
montana, el cual fue empleado como fuente de explantes foliares para la induccion de
callos. La combinacion de reguladores del crecimiento vegetal que dio mejores
respuestas morfogenéticas fue de 1 mg/L de picloram y 0.5 mg/L de cinetina. Los callos
obtenidos se usaron para establecer un cultivo de células en suspension de A.
montana, que fue caracterizada cinética y fitoquimicamente, determinando que son
estables, disgregables, de rapido crecimiento y con capacidad de produccién de

metabolitos secundarios.

Los cultivos de células en suspension de A. montana y de B. cordata, y el cultivo de
raices en suspension de T. parthenium fueron utilizados para realizar extractos
metandlicos y sus fracciones conteniendo metabolitos secundarios del tipo fendlico y
terpénico con diferencias en la polaridad debido a los disolventes empleados con
polaridad ascendente por medio de cromatografia en columna. Se realiz6 un analisis
fitoquimico cualitativo y cuantitativo para obtener fracciones estandarizarlas y
determinar su actividad citotéxica. Todas las fracciones probadas presentaron
actividad citotoxica por medio de la prueba de azul de tripan, siendo las maximas
concentraciones (20, 30 y 40 pug/mL) las que disminuyen en mayor medida la viabilidad
celular de las células de linfoma (entre 80-14 % de viabilidad celular), la
coadministracion de las fracciones con el agente quimioterapéutico Vincristina,
demostré que estas fracciones también tienen la capacidad de sensibilizar a la

guimioterapia a las células de linfoma.



ABSTRACT

Lymphomas are hematopoietic neoplasms, which are among the leading causes of
death in the world, and although treatment with chemotherapeutic agents is
encouraging, the development of resistance to treatments prevents the complete
elimination of transformed cells and makes it necessary to develop new alternatives.
therapeutic, such as phenolic compounds and sesquiterpenic lactones produced by

plants.

In the present work it was possible to establish an aseptic culture of Arnica montana
seeds, which was used as a source of leaf explants for the induction of calluses. The
combination of plant growth regulators that gave better morphogenetic responses was
1 mg/L of picloram and 0.5 mg /L of kinetin. The corns obtained were used to establish
a suspension cell culture of A. montana, which was characterized kinetically and
phytochemically, determining that they are stable, disintegrable, fast growing and

capable of producing secondary metabolites.

The cultures of cells of suspension of A. montana and B. cordata, and the culture of
roots in suspension of T. parthenium were used to realize methanolic extracts and their
fractions containing secondary metabolites of the phenolic and terpene type with
differences in the polarity due to solvents used with ascending polarity by means of
column chromatography. A qualitative and quantitative phytochemical analysis was
performed to obtain standardized fractions and determine their cytotoxic activity. All the
fractions tested had cytotoxic activity by means of the trypan blue test, with the highest
concentrations (20, 30 and 40 pug/mL) which most significantly decrease the cell viability
of lymphoma cells (between 80-14 % cell viability), the co-administration of the fractions
with the chemotherapeutic agent Vincristine, showed that these fractions also have the

ability to sensitize chemotherapy to lymphoma cells.

Vi



ABREVIATURAS

AA Actividad antioxidante

AIA  Acido indolacético

AIB  Acido indolbutirico

ANA  Acido a-naftalenacético
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masas
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Tl Velocidad especifica de crecimiento
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MS Murashige y Skoog
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activadas

NF-kB Factor nuclear potenciador de las
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activadas

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
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PTN  Partendlida

RCV  Regulador del crecimiento vegetal
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2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacéti
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1 INTRODUCCION,

El cancer, es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda causa
de muerte en paises en desarrollo, este padecimiento se encuentra en aumento como
resultado del crecimiento y el envejecimiento poblacional, asi como de un incremento
en la adopcion de estilos de vida que incluyen fumar, el sedentarismo, y una mala dieta
alimentaria (Jemal et al., 2011; Torre et al., 2016). EIl cancer se define como un
crecimiento anormal de las células debido a su division celular y apoptosis
descontrolada; estas células “malignas” pueden invadir otros tejidos en distintas partes
del cuerpo. El cancer no es una sola enfermedad, sino un grupo que esta conformado
por mas de 100 distintos tipos de cancer (Chavan et al., 2013). Se clasifica en 4
grandes grupos de acuerdo con su origen en: epitelial, mesenquimético,
neuroectodérmico y hematopoyético (Weinberg, 2007). En este ultimo grupo, se
encuentran los linfomas, un grupo heterogéneo de enfermedades proliferativas
malignas del tejido linfoide con origen celular, morfologia, citogenética, conducta
biolégica y respuesta al tratamiento variables, que puede diseminarse a otros tejidos y
el prondstico de supervivencia o curacion depende de la variedad histolégica, etapa
clinica y tratamiento (Morales-Polanco, 2000). Los linfomas se clasifican en linfoma
no-Hodgkin (LNH) y Linfoma de Hodgkin (LH), siendo los LNH los mas frecuentes que
el Linfoma de Hodgkin. El curso clinico de los LNH varia desde tipos rapidamente
mortales, hasta otros quiescentes e inicialmente bien tolerados. El linfoma es tratado
con guimioterapia citotoxica principalmente (Guillerman et al.,, 2011); aunque los
resultados son alentadores, la aparicion frecuente de resistencia a los medicamentos
impide la eliminacion completa de las células transformadas. Por lo tanto, es esencial

desarrollar nuevas alternativas de tratamiento.

La enorme diversidad de naturaleza quimica, junto con miles de afios de la seleccion
bioldgica, ha generado un vasto y poco explorado reservorio de estructuras quimicas
Gnicas con actividad biolégica citotoxica de gran importancia (Lucas et al., 2010). Un
gran numero de agentes anticancerigenos combaten el cancer a través diferentes

mecanismos, como 1) la detencion del ciclo celular, 2) induccién de apoptosis y 3) la



diferenciacion, asi como a través de la 4) inhibicion del crecimiento celular y la
proliferacion, o una combinacion de dos o mas de estos mecanismos. Dentro de los
compuestos que se han reportado ser prometedores agentes contra el cancer se
encuentran los compuestos fendlicos (CF), asi como las lactonas sesquiterpénicas
(LS) producidos por diferentes plantas, como A. montana y T. parthenium,
pertenecientes a la familia Asteraceae y B. cordata perteneciente a la familia
Scrophulariaceae (Shiffman, 2011; Abubakar et al., 2012; Orofino et al., 2012;
Pourianezhad et al., 2016).

Por lo que la fuerte y creciente demanda en el mercado actual por acceder a
compuestos funcionales de origen natural, ha promovido el estudio y uso de cultivos
de células vegetales, por tanto, los correspondientes desarrollos biotecnoldgicos
juegan un papel importante en la busqueda de alternativas en la produccién de

compuestos bioactivos (Karuppusamy, 2009).

Los modelos de deteccibn de citotoxicidad proporcionan importantes datos
preliminares para ayudar a seleccionar extractos o fracciones de plantas con
potenciales propiedades antitumorales para futuros estudios (Doudach et al., 2013). El
objetivo del presente proyecto fue, evaluar la actividad citotdxica de fracciones de un
extracto metandlico obtenido de cultivos in vitro de A. montana, T. parthenium y B.
cordata, plantas productoras de lactonas sesquiterpénicas y compuestos fendlicos,

sobre una linea celular de Linfoma no Hodgkin.



2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del cancer

El cancer se caracteriza por un crecimiento fuera de control de las células y la invasion
a tejidos (metastasis), resultado de multiples acumulaciones de mutaciones genéticas
que desregulan los procesos de proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia que
ocurren en células normales (Schulz, 2007). El cancer es causado por factores
externos, como el fumar tabaco, infecciones por microorganismos y una mala dieta
alimentaria, y por factores internos, como son las mutaciones genéticas heredadas,
hormonas y condiciones inmunoldgicas, entre otros (Torre et al., 2016, Bray et al.,
2018). Estos factores pueden actuar juntos o en secuencia para dar origen al cancer.
De acuerdo con la American Cancer Society (2015), se requieren aproximadamente
10 afios 0 mas entre la exposicidon a factores externos y la deteccidén del cancer, y se
han asociado seis alteraciones de las células que definen el potencial canceroso, las
cuales corresponden a: 1) sefales de crecimiento muy activas; 2) evaden la apoptosis;
3) pérdida de la capacidad de respuesta a las sefales de anti-crecimiento; 4) liberan
sustancias al medio para la vascularizacion de tejidos; 5) invasion de tejidos y érganos;

y 6) crecimiento replicativo ilimitado (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010).

La clasificacion inicial del cancer para su diagnéstico y pronéstico fue basada en la
apariencia morfoldgica, pero esta metodologia presentaba serias limitaciones, ya que
los tumores con apariencia histopatolégica similar podian presentar diferencias
significativas en el curso clinico mostrando diferente respuesta a las terapias.
Actualmente esta clasificacion se basa en el uso de marcadores moleculares
especificos (Golub et al., 1999). Las caracteristicas histopatologicas usadas podian
incluir: la integridad del tejido, la morfologia celular atipica, el grado histoldgico, la
expresion aberrante de proteinas y marcadores genéticos, la evidencia de
transformacion maligna, la senescencia y proliferacion, las caracteristicas del margen

invasivo y la extension de la vascularizacion (Galon et al., 2012).



El cancer se clasifica en 4 grandes grupos de acuerdo con su origen en: epitelial,
mesenquimatico, neuroectodérmico y hematopoyético (Weinberg, 2007). Esta ultima
categoria del cancer puede involucrar casi cualquier componente celular del sistema
inmune, pero los mas comunmente diagnosticados son: el mieloma mdultiple, la
leucemia linfocitica crénica (CLL) de linfocitos B, la leucemia mieloide aguda (AML) y
la amplia categoria de LNH (Lucas et al., 2010). Este tipo de tumores se asocian a
menudo con mutaciones que bloquean la maduracion de la célula progenitora o que
anulan su dependencia de los factores de crecimiento (Lagunas-Rangel, 2016). Los
linfomas, son el conjunto de enfermedades neoplasicas de los linfocitos que ocurren
en las fases extramedulares del desarrollo linfocitario, el origen de los diferentes
linfomas dependera de la estirpe y de la etapa en la que el linfocito inicie su proceso
de malignizacion; son tumores derivados de células madre pluripotentes
hematopoyéticas (linaje linfoide) y se caracterizan por aberraciones en los
cromosomas, comunmente tipo translocaciones que provocan la eliminacion de la
regulaciéon negativa de protooncogenes (genes de células normales implicados en el
ciclo celular, proliferacién y apoptosis) al fusionarse con la secuencia promotora de
otra proteina constitutivamente activa, generando los oncogenes (Sanchez de Toledo
& Sébado, 2016; Schulz, 2007). Los linfomas se clasifican en linfoma de Hodgkin (LH)
y no Hodgkin (LNH), y se diferencian en que sélo en los primeros estan presentes las
células Reed-Sterngberg, un tipo de células que se caracterizan por ser grandes y
anormales que pueden contener mas de un nucleo; por otra parte, el linfoma de Burkitt,
un tipo de LNH es un linfoma raro predominantemente en adultos, principalmente en
hombres, es altamente agresivo y clinicamente distintivo que requiere enfoques de
tratamiento Unicos (Armitage & Weisenburger, 1998), presenta la translocacion t(8;14)
gue trae como resultado la hiperexpresion constitutiva del factor de transcripcion MYC,
gue es un oncogén que promueve la proliferacion de linfocitos B y la produccién de
linfomas de esta estirpe celular. Ademas, algunos tipos de linfomas pueden presentar
diversas translocaciones que parecen activar las vias de supervivencia relacionadas
con el factor nuclear kB (NF-kB), factor pro-apoptético en células no cancerosas

(Schulz, 2007; Avendafio & Menéndez, 2008). Un cuadro sintomético similar a la



leucemia puede desarrollarse hasta en el 50 % de los nifios y alrededor del 20 % de

los adultos con algunos tipos de LNH (Sierra & Lopez, 2012).

Hasta el momento no existe un método altamente eficaz para el tratamiento de cancer,
y un numero representativo de pacientes bajo tratamiento no son curados y sélo se
prolonga la sobrevivencia y el riesgo de recurrencia (Schulz, 2007; Avendafio-
Menéndez, 2008). Los tratamientos convencionales para la mayoria de los diferentes
tipos de cancer son la cirugia, quimioterapia y la radioterapia, los cuales pueden ser
altamente toxicos debido a su falta de selectividad sobre células cancerigenas, aunado
a una baja eficacia del tratamiento debido a una progresion genéticamente inestable,
donde nuevas mutaciones ocurren, lo cual confiere desarrollo de resistencia y
requerimientos de dosis mas altas; la seleccion de uno de ellos depende de la etapa
en que se encuentre el cancer (Schulz, 2007; Schlaepfer & Mendoza-Espinoza 2010;
Pei et al., 2012). Por lo que, la adecuacion de los tratamientos terapéuticos ha dado
lugar al desarrollo de métodos moleculares sensibles como la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR y su variante RT-PCR), capaces de detectar la persistencia de
células cancerigenas portadoras de genes anormales aun en niveles bajos
denominada como enfermedad minima residual (EMR) (Gabert et al., 2003).
Adicionalmente, diversas investigaciones estan llevandose a cabo para lograr un
tratamiento efectivo contra el cancer, encontrandose entre estas la sensibilizacion de
las células cancerigenas a tratamientos convencionales mediante el empleo
combinado de compuestos citotoxicos obtenidos de plantas (Schulz, 2007; Pei et al.,
2012).

2.1.1 El cancer como problema de salud publica

El cancer es considerado un serio problema de salud publica a nivel mundial ya que
es de las principales causas de muerte y su incidencia representa casi el mismo indice
de mortalidad; para el afio 2018 se estimé un total de 18.1 millones de nuevos casos,
de los cuales hubo 9.6 millones de defunciones; de este total, la incidencia y mortalidad

depende de la zona geografica, siendo los continentes Americano y Europeo aquellos



con el mayor porcentaje de incidencia, ademas del sexo del paciente (Fig. 1a-c). Las
razones de dichas cifras son complejas, pero son reflejo tanto del envejecimiento como
del crecimiento poblacional, asi como los cambios en la prevalencia y distribucion de
los principales factores de riesgo del cancer, asociados con el desarrollo
socioecondémico (Bray et al., 2018), de manera que no hay una sola causa para el
desarrollo del cancer, es multifactorial, aunque es relevante destacar que el 80% de
los tumores se deben a cambios en los genes por mutaciones adquiridas causadas
por sustancias carcinogénicas ambientales como las radiaciones, téxicos quimicos,
mala o deficiente alimentacion, cuestiones hormonales, estrés, virus y bacterias,
mientras que el 15% de los tumores se deben a mutaciones espontaneas, y el restante

5% son por herencia familiar (Jaramillo, 2010).
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Fig. 1. Estadisticas del cancer en el mundo a) porcentaje de incidencia y mortalidad del cancer por
continente, y porcentaje y mortalidad por tipo de cancer en b) hombres y en ¢) mujeres (tomado de Bray
et al., 2018).

En el caso especifico de México, para el afio 2015, la mortalidad por cancer fue de
85,201 casos reportados, los cinco Estados con la mayor mortalidad por nimero
fueron: Estado de México (9,857), Ciudad de México (8,598), Veracruz (6,346), Jalisco
(5,772) y Nuevo Ledn (3,953) (Aldaco-Sarvide et al., 2018). Mientras que para el afio
2017, el cancer fue la tercera causa de muerte (INEGI, 2018). Entre los tipos de cancer,
los linfomas no-Hodgkin son los tipos de cancer con alta incidencia y en incremento en



la poblacion (Fig. 2a-d) (Cuevas-Uridstegui et al., 2003, Meneses-Garcia et al., 2012,
Torres-Sanchez et al., 2014).
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Fig. 2. Incidencia del cancer en México entre el periodo de 1980 a 2011, en hombres a) todos los tipos

de cancer y b) LNH, y en mujeres c) todos los tipos de cancer y d) LNH; tomado de Torres-Sanchez et
al., 2014.

Actualmente gracias a los tratamientos convencionales sobreviven mas del 90% de los
pacientes diagnosticados con LH y de 90-95% en los casos localizados de LNH y de
70-85% en los casos mas avanzados o diseminados de LNH (Sanchez de Toledo &
Sabado, 2016). Sin embargo, existe una poblacion que es resistente a los farmacos y
gue eventualmente muere. Esto da pauta a la investigacion y desarrollo de nuevas
terapias alternativas que permitan al clinico ofrecer al paciente una alternativa
terapéutica a esta poblacion refractaria al tratamiento. Algunas de estas alternativas

involucran compuestos bioactivos citotoxicos extraidos de plantas.
2.2 Compuestos bioactivos derivados de plantas contra el cancer

Los compuestos bioactivos producidos en plantas forman parte de un grupo de

compuestos conocidos como metabolitos secundarios (Mulabagal & Tsay, 2004), que



son compuestos de bajo peso molecular que participan en la adaptacion de las plantas
a su medio ambiente y que no afectan directamente a su desarrollo y crecimiento.
Debido a su potencial actividad biolégica, muchos metabolitos secundarios contenidos
en el material vegetal de plantas medicinales, a través de diferentes preparaciones han
sido usados en la medicina tradicional por siglos. Hasta ahora, cerca del 60% de
farmacos contra el cancer son hechos de metabolitos secundarios de plantas

medicinales o de sus analogos semisintéticos (Wilson & Roberts, 2012).

Los metabolitos secundarios de plantas se clasifican en tres principales categorias
segun sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos fendlicos y compuestos
nitrogenados. Los terpenos se forman por la polimerizacién de unidades de isoprenos
y esteroides, y se dividen en seis grupos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y esteroles. Por otro lado, entre los compuestos fendlicos se
incluyen los &cidos fendlicos, coumarinas, flavonoides, taninos, lignanos, quinonas,
estilbenos, curcuminoides, entre otros. Mientras que los compuestos nitrogenados son
principalmente los alcaloides y glicésidos (Avalos & Pérez-Urria, 2009; Pérez-Alonso
& Jiménez, 2011).

En particular, las lactonas sesquiterpénicas (LS) y los compuestos fendlicos (CF) son
metabolitos secundarios los cuales han mostrado efectos significativos contra el
cancer (Chadwick et al., 2013). Las LS son metabolitos terpenoides que han sido
aisladas de especies vegetales pertenecientes a la familia Asteraceae, las cuales han
mostrado actividad biolégica significativa para sensibilizar células de tumores a
tratamientos convencionales; se encuentran en casi todas las partes del cuerpo de la
planta en concentraciones significativas y, generalmente se acumulan en células
especializadas secretoras (laticiferos) o en vacuolas ante el estrés biotico (Chadwick
et al., 2013). Estos compuestos son capaces de regular la expresiéon génica
activando/desactivando factores de transcripcion presentes de manera constitutiva en
células cancerigenas (Gach et al., 2014). La partendlida (PTN), y la helenalina (HLN)
son LS que han mostrado un efecto téxico significativo sobre diversas células
cancerigenas (citotoxicidad). Adicionalmente, especies de la familia Asteraceae



pueden producir compuestos fendlicos (Chadwick et al., 2013), de los cuales, algunos
tienen la capacidad de inducir apoptosis al inhibir el factor NF-kB, o unirse a proteinas
cinasas implicadas en las rutas de transduccion de sefiales en procesos celulares
fundamentales como el metabolismo, la proliferacién celular, la diferenciacion celular,
la supervivencia, la migracién o la angiogénesis (Soobratte et al., 2005), y también
pueden ser sinérgicos en terapias convencionales anti-cancer (Alipieva et al., 2014).
El verbascésido (VB) es un compuesto fendlico que ha mostrado actividad anti-
proliferativa in vitro en células de tumor (Alipieva et al., 2014).

2.2.1 Actividades bioldgicas de la partendlida

La PTN (Fig. 3) induce la muerte celular (apoptosis) en diversas lineas celulares de
cancer (Tabla 1) con escaso efecto sobre aquellas del tipo normal (George et al.,
2012), ademas, mostro un efecto radiosensibilizador en células de cancer de prostata
(Pajak et al., 2008), y ha sido evaluada como farmaco (fase 1) (George et al., 2012).
Se ha encontrado que inhibe el factor de transcripcion NF-kB y STAT-3, que en células
cancerigenas donde actian como anti-apoptéticos, y reduce la actividad de proteinas
cinasas activadas por mitogenos (MAPK) (Pajak et al., 2008). La PTN en combinacién
con otros agentes como el 5-fluorouracilo o cisplatino ha mostrado toxicidad contra
células cancerigenas como las de leucemias (Czyz et al., 2010; Se-Lim et al., 2013).
CH

3

Fig. 3. Estructura quimica de la partendlida

A nivel molecular (Fig. 4), la accion citotoxica de este compuesto involucra diferentes
mecanismos, estd asociada con la inhibicion del factor NF-kB y de la via de

sefalizacion MAPK, induccion de estrés oxidante y disfuncion mitocondrial,
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modulacion de la metilacion del ADN e interfiere con los microtubulos (Gach et al.,

2015).
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Fig. 4. Mecanismos moleculares que median la induccion de apoptosis por medio de la PTN (tomada
de Orofino et al., 2012)

La PTN ha mostrado en estudios in vitro inducir apoptosis, inhibir el ciclo celular y la
proliferacion, y disminuye la metastasis en varias lineas celulares de cancer (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad citotdxica de la PTN en lineas celulares de cancer

Modelo Tipo de cancer ICs0 (UM) 0 | Tiempo de | Referencias
biologico % de muerte | exposicion
celular
MCF-7/LCC1 Mama 0.5 uM 24h Riggins et al., 2005
MCF-7/LCC9
SCK Colangiocarcinoma 10uM - 49.5% 72h Jong-Hyun et al.,
JCK 35.2% 2005
Cho-CK 30.3%
Choi-CK 35.5%
SK-MEK-5 Melanoma 62%
SK-MEL-2 54.5%
A549 Pulmén 32.5%
NCIH522 22.7%
HBL-100 Mama 2 UM —-13.5% | 24h Sweeney et al,
MDA-MB-231 5 uM - 24% 2005
BxPC-3 Pancreas 6 uM 48h Yip-Schneider et
MIA-PaCa-2 2 uM al., 2005
PANC-1 8 uM
Hep3B Hepatocarcinoma ~6-7 uM 72h Ralstin et al., 2006
HepG2
PLC >10 uM
A549 Pulmén 4.3 uM 96h Parada-Turska et
TE671 Meduloblastoma 6.5 uM al., 2007
HT-29 Adenocarcinoma de colon | 7.0 yM
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us7MG Glioblastoma 20 uM - 30- | 24h Anderson &
40% Bejcek, 2008

MCF-7 Mama 1puM—-33.2% | 72h Zhou et al., 2008

(esferoides)

BxPC-3 Pancreas 14.5 uM 48h Liu et al., 2010

U373 Glioblastoma 13 uM 36h Zanotto-Filho et

us7 17 uM al., 2011

U138M6 22 uM

C6 29 uM

SW480 Colon 30 uM 24h Se-Limetal., 2013

U87MG Glioblastoma 5 UM - 15% 48h Nakabayashi &
10 uM - 65% Shimizu, 2012

MCF-7 Mama 9.5 UM 48h Wyrebska et al.,

MDA-MB-231 8.0 uM 2013

DMBCZ2; 8; 9; 10 | Melanoma 24 uM — 25- | 48h Czyz etal., 2013

y12 40%

HepG2 Hepatoblastoma 9.3 uM 48h Sun et al., 2014

MCF-7 Mama 17.6 uM 48h Luetal., 2014

MDA-MB-231 16.6 uM

MCF-7 Mama 9.5 uM 24h Gach et al., 2015

2.2.2 Actividades bioldgicas de la helenalina

La HLN (Fig. 5) ha demostrado inhibir el factor de transcripcion NF-kB, y fue citotdxico
para células de cancer de pulmén GLC4 con un ICso de 0.5 pM (Woerdenbag et al.,
1995). El mecanismo de accion asocia a que dicha lactona sesquiterpénica inhibe la
activacion de NF-kB y NF-AT, y como consecuencia, se disminuye la produccion de
citocinas inflamatorias, lo cual previene el reclutamiento de células inmunitarias,
células T y B, asi como macrofagos y neutrofilos, reduciendo asi la inflamacion. La
HLN se une directamente al grupo tiol en el aminoacido cisteina en el NF-kB y NF-AT,
bloqueando su actividad como factores de transcripcion e induciendo apoptosis
(Chaturvedi, 2011). Tanto como la estructura a-metilen-y-lactona y ciclopentenona a,3-
insaturada en la HLN estan involucradas en este mecanismo (May, 2013). La actividad
citotoxica de LS aisladas ha sido demostrada en lineas celulares de cancer en las
lineas GLC4 (carcinoma de pulmén humano) y COLO320 (cancer de colon humano).
Ademas, la helenalina muestra efecto inhibitorio sobre la 5-lipoxigenasa y leucotrieno

C4 sintasa en células sanguineas humanas (Petrova et al., 2012). También se
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demostré la actividad citotéxica de la HLN en células T47D (cancer de mama)
combinado con B-ciclodextrina (mejora la estabilidad y solubilidad) durante 24, 48y 72
h, encontrando un ICso de 2.0, 1.6 y 1.4 uM, respectivamente, de manera que la
respuesta fue dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion (Ghasemali et al.,
2013).

EHs

Fig. 5. Estructura quimica de la helenalina

2.2.3 Actividades bioldgicas del verbascosido

El verbascésido es un fenilpropanoide glicosilado (Fig. 6), el cual se ha reportado que
induce apoptosis modulando la respuesta telomero-telomerasa en la linea celular de
leucemia promieloide humana HL-60, donde inhibid su proliferacion bloqueando
cliclinas y proteinas cinasas dependientes de ciclinas reguladoras del ciclo celular
(Alipieva et al., 2014). También se ha determinado su efecto antiinflamatorio en vias
reguladas por el factor NF-kB al inhibirlo; posee actividad antiinflamatoria,
fotoprotectora, antioxidante y antibacteriana (Vertuani et al., 2011; Alipieva et al.,
2014), de igual manera disminuye las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
inhibiendo la peroxidacion de lipidos y reduce la activacion del NF-kB y su
translocacion al nucleo modulando asi las reacciones inflamatorias (Esposito et al.,
2010; Carrillo-Ocampo et al., 2013).

En un ensayo de citotoxicidad con la linea celular de leucemia promielocitica humana
HL60 se encontré una ICso de 60 uM a 72 h de tratamiento usando el estandar de

verbascésido (Anter et al., 2014).
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2.3 Especies de plantas productoras de LSy CF
2.3.1 Arnica montana
2.3.1.1 Descripcion botanica

Es una planta originaria de Europa central y meridional, actualmente también se
encuentra en Asia y América del Norte. Es una planta perene, de tallo erguido que
alcanza los 15 a 60 cm de altura y sus hojas ovales forman una roseta basilar en el
suelo. Las flores de color amarillo son grandes y terminales, tallo hueco, velloso y
aspero, ramas colocadas de 2 en 2, simples, derechas, desnudas. Las hojas son
ovaladas y asperas por encima y lampifias por el envés. Las semillas de color pardo,
con un vilano que las rodea. Las flores y la raiz tienen sabor acre, aromatico y olor

fuerte, que hace estornudar (Fig. 7) (del Puerto et al., 2013).
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Fig. 7. Descripcion morfoldgica de A. montana

2.3.1.2 Importancia medicinal y farmacoldgica

Las flores son extensamente usadas para el tratamiento tépico de moretones,
reumatismo, osteoartritis, osteoartrosis y esguinces en preparaciones
fitofarmacéuticas como son unglentos, cremas y geles (del Puerto et al.,, 2013).
También se ha reportado que tiene potencial para su uso por su actividad antioxidante,
antibiotica y citotéxica, asi como un efecto colerético y colagogo, aunque es usado casi
exclusivamente por su efecto antiinflamatorio, especialmente en los estados

inflamatorios iniciales (Petrova et al., 2012; PljevljakuSic et al., 2012).
2.3.1.3 Constituyentes quimicos

Alrededor de 150 sustancias biolégicamente activas han sido aisladas e identificadas.
Las mas importantes de ellas son las lactonas sesquiterpénicas; la HLN se ha
determinado en Arnica montana (Petrova et al, 2012). También contiene flavonoides
en su forma de glucésidos (apigenina, hispidulina, eupafolina, kaempferol y
guercetina), glucorénidos y agliconas; aceites esenciales, compuestos de &acidos
grasos, derivados del timol, monoterpenos y sesquiterpenos. Otros constituyentes son
los caroteniodes, diterpenos, arnidiol (un triterpeno), alcaloides (tusilagina e
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isotusilagina), poliacetilenos, cumarinas (umbeliferona y escopoletina), &acidos
fendlicos (acido clorogénico, acido caféico y cinarina), lignanos (Jurkiewicz et al., 2010;
Petrova et al., 2012; Nikolova et al., 2013).

En el aceite esencial de raices y rizomas de A. montana se identificaron 35 compuestos
de un total de 38 detectados, el grupo predominante de compuestos fueron los
hidrocarburos aromaticos, principalmente oxigenados, todos los compuestos fueron
identificados como derivados del timol. Los principales constituyentes fueron: 2,5-
dimetoxi-p-cimeno, timol metil éter, p-metoxiheptanofenona y 2,6-diisopropilanisola.
Los terpenos estuvieron presentes en bajas cantidades; se encontro transcariofileno y
germacreno D. El rizoma contiene cantidades mayores de timol metil éter, p-
diisopropil-benceno, acetato de pincoteno, p-metoxiheptanona, p-cimeno y a-
felandreno, mientras que las raices contenian cantidades mayores de 2,5-dimetoxi-p-
cimeno, 2,6-diisopropilanisola, 7-epi-silfiperfol-5-eno y a-isocomeno (Pljevljakusi¢ et
al., 2012).

Los principales constituyentes de las flores son las LS del tipo pseudoguayanolido y le
confieren principalmente el efecto farmacoldgico de este érgano. Se han determinado
también flavonoides, aceite esencial, poliacetileno, polisacaridos y triterpenos. Las LS
consisten principalmente de esteres de HLN y 11a,13-dihidrohelenalina con &cidos
grasos de cadena corta como son acético, isobutirico, isovalérico, metacrilico y tiglico.
Estos compuestos son conocidos como helenanélidos (May, 2013). En un extracto
etandlico usando flores, analizado por HPLC se encontraron quercetina, rutina,
apigenina y acido clorogeénico, con valores de 1.881, 1.186, 0.501 y 0.309 mg/g del
extracto, respectivamente; asi como otros constituyentes en menor cantidad que son
el acido galico, acido caféico, acido p-cumarico, acido ferulico, luteolina y miricetina

(Craciunescu et al., 2012).

En un extracto metandlico de hojas se identificaron los siguientes compuestos: acido
5-cafeoilquinico  (adcido  neoclorogénico), acido 3,5-dicafeoilquinico (&cido

isoclorogénico), acido 1,5-dicafeoilquinico (cinarina), acido 1-cafeoil-3-feruloilquinico,
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acido 1-cafeoil-4-feruloilquinico, acido 1,3-dicafeoil-4-metoxioxaloilquinico y acido 3,5-

dicafeoil-4-metoxioxaloilquinico (Jaiswal et al., 2011).

Mediante el andlisis de GC-MS de una fraccion polar de raices transformadas de A.
montana se encontrd la presencia de 48 compuestos pertenecientes a diferentes
clases de metabolitos: la flavona (crisina), acidos fendlicos (acido cafeico, acido 4-
hidroxifenilactico, &cido protocatequico, acido 2-fenil lactico y acido m-
hidroxibenzdico), acidos organicos (acido y-hidroxibutirico, acido maldnico, acido
fumarico, acido malico, acido succinico, acido a-hidroxiglutarico, acido L-(+)-tartarico,
acido 2-ceto-I-gluconico, &cido isocitrico y acido galactico), acidos grasos (palmitico,
miristico, linoléico, estearico, trans-13-octadecandico y araquiddnico) y éteres de
acidos grasos (2-monostearin trimetilsilil éter y 1-monolinoleoilglicerol trimetilsilil éter),
un esterol (B-sitosterol trimetilsilis éter). En el caso de la fraccién no polar de las raices
transformadas se encontro la presencia de 22 compuestos, de los cuales destacan por
su alto contenido la bis(trimetilsilil)monostearina y 1-monopalmitintrimetilsilil éter
(Petrova et al., 2015).

2.3.2 Tanacetum parthenium
2.3.2.1 Descripcién botanica

Es una hierba perenne originaria de Europa que crece hasta 1 m de alto. Sus tallos
son mas o menos ramificados, erectos, con pelillos y glandulas. Sus hojas estan
alternas, pecioladas, de hasta 10 cm de largo, de contorno eliptico a anchamente
ovado, divididas en segmentos que a su vez se dividen, cubiertas de pelillos y con
punteaduras glandulares en su superficie. Tiene inflorescencias, compuestas de
numerosas cabezuelas agrupadas en paniculas redondeadas, sobre pedunculos hasta
de 8 cm de largo. Flores del disco hermafroditas, ubicadas en la parte central; la corola
es un tubo que hacia el apice se ensancha y se divide en 5 l6bulos, de color amarillo
y de aproximadamente 1.5 mm de largo; los estambres alternos con los l6bulos de la
corola, sus filamentos libres e insertos sobre el tubo de la corola, las anteras soldadas

entre si formando un tubo alrededor del estilo, con un apéndice conspicuo en el apice
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y la base obtusa; ovario infero. El fruto es seco y no se abre (indehiscente), contiene
una sola semilla, se le conoce como aquenio (o cipsela), es cilindrico, de
aproximadamente 1.5 mm de largo, con 5 a 10 costillas longitudinales, sin pelillos; en
el 4pice del fruto se presenta una estructura llamada vilano en forma de corona
diminuta (Fig. 8) (McVaugh, 1984; Rzedowski-Rzedowski, 2001).

Fig. 8. Descripcién morfologica de T. parthenium

2.3.2.2 Importancia medicinal y farmacoldgica

Esta planta ha sido usada en la medicina tradicional para el tratamiento de condiciones
de inflamacion, mareo, artritis, fiebre, desordenes menstruales, migrafia, epilepsia,
reumatismo y ha presentado actividad anti protozoaria y anticancerigena (Tiuman et
al., 2005; Izumi et al., 2008; Asgari & Parvin, 2013).

2.3.2.3 Constituyentes quimicos

Se han identificado alrededor de 30 LS en T. parthenium, tales como la PTN,
artecanina, artemorina, balcanina, canina, costunadlido, 10-epicanina, epoxiartemorina,
1-B-hidroxiarbusculina, 3-B-hidroxicostundlido, 8-a-hidroxiestagiatina, 8-B-
hidroxireynosina, 3-B-hidroxipartendlida, manolialida, reinosina, santamarina,

epoxisantamarina, secotanapartendlida A, secotanapartenélida B, tanapartina-a-
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peréxido y 3,4-B-epoxi-8-deoxicumambrina B, entre otras (Majdi et al., 2011; Pareek et
al. 2011). La PTN es el mayor constituyente de Tanacetum parthenium (L.) (George
et al., 2012).

También se han encontrado los siguientes compuestos: 6-hidroxicamferol 3,6-dimetil
éter, tanetina, quercetagetina 3,6-dimetil éter, quercetagetina 3,6,3"-trimetil éter
(acompanado por el isomero 3,6,4"-trimetil éter), quercetina, apigenina, apigenina 7-
glucurénido, Iluteolina, luteolina 7-glucurénido, crisoeriol, santina, jaceidina,
centaureidina, cumarina isofraxidina, el 9-epipectacol B y el (2-gliceril)-O-
coniferaldehido a partir de raices (Banthorpe et al., 1989; Pareek et al., 2011). Asi
como el alcanfor, canfeno, p-cimeno, acetato de bornilo, tricileno, a-tujeno, a-pineno,
B-pineno, a-felandreno, a-terpineno, y-terpineno, crisanteona, pinocarvona, borneol,
terpineno-4-ol, p-cimen-8-ol, a-terpineol, mirtenal, carvacrol, eugenol, acetato
transmirtenol, isobornil 2-metil butanato y éxido cariofileno (Shafaghat & Salimi, 2008;
Pareek et al., 2011).

2.3.3 Buddleja cordata
2.3.3.1 Descripcién botanica

Buddleja cordata Humb. Bonpl. & Kunth (Buddlejaceae), comiunmente conocida como
tepozan es una especie dioica que va de arbusto a arbol, midiendo de 1 a 20 m de
altura; sus hojas son de 10 a 15 cm de largo, pecioladas, de base ancha generalmente
redondeada o subcordada, borde entero o aserrado, angostamente lanceoladas o
aovadas en la punta, haz color verde claro y envés pubescente; flores pequefas
amarillas y aromaticas agrupadas en amplias paniculas terminales, corola amarillenta,
generalmente con un toque anaranjado en la garganta. Se distribuye ampliamente en
México desde los estados del norte de Sinaloa, Chihuahua y Durango hasta los
estados del sur de Oaxaca y Chiapas (Fig. 9) (Aguilar-Rodriguez et al., 2006; Martinez,
1989; Sanchez, 1980; Gallardo-Vazquez, 1994).
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Fig. 9. Descripcién morfologica de B. cordata

2.3.3.2 Importancia medicinal y farmacoldgica

Las hojas son empleadas como infusion para tratar la diarrea, dolor de cabeza,
reumatismo, dolor de cintura, calambres musculares, enfermedades de la piel e
inflamaciones, hemorragias nasales e infecciones intestinales (Gallardo-Vazquez,
1994; Rodriguez-Zaragoza et al., 1999); la decoccion de raices y corteza son usadas
como diurético y para tratar afecciones de rifion (Martinez, 1989). También se le han
encontrado propiedades antipiréticas, analgésicas, antimicrobianas, amebicidas,

antiparasitarias y un efecto neuroprotector (Pérez-Barron et al., 2014).
2.2.1.3.3 Constituyentes quimicos

Se han encontrado principalmente compuestos fendlicos como flavonoides y
fenilpropanoides y son particularmente abundantes la siringina, linarina 'y VB (Avila et
al.,, 2014). Otros compuestos identificados son los acidos hidroxicinAmicos: p-
cumarico, caféico, ferdlico y sinapico; terpenos como aucubina y buddledina A
(Estrada-Zuniga et al., 2019).
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2.4 Cultivo de tejidos vegetales para la obtencion de compuestos bioactivos

Las aplicaciones biotecnologicas, particularmente el cultivo de tejidos vegetales
(también conocido por cultivo vegetal in vitro) juega un papel importante en desarrollar
alternativas para la produccién de sustancias medicinales deseables a partir de
plantas. El cultivo vegetal in vitro permite la produccion de metabolitos secundarios
bajo condiciones controladas y una produccion segura, predecible e independiente de
condiciones de suelo o clima (Mulabagal & Tsay, 2004). La acumulacion de
metabolitos secundarios puede ser mejorada con la aplicacion de diferentes factores
de estrés, seleccionando las lineas celulares altamente productoras, empleando
sustancias precursoras y técnicas de inmovilizacion (Hussain et al., 2012). Los cultivos
de callos y de células en suspension son fuente de sustancias biol6égicamente activas
de valor econémico, por su rapido crecimiento y acumulacién de biomasa. La cantidad
de callo inducido depende del genotipo de la planta, el tipo de explante y los
constituyentes del medio de cultivo, como los reguladores de crecimiento vegetal. La
alta capacidad biosintética de cultivos en suspension para su cultivo en grandes masas
fue probada a nivel biorreactor, lo cual hace factible el cultivo a gran escala por su
estabilidad a largo plazo como fuente confiable de metabolitos secundarios (Petrova
et al., 2012).

2.4.1 Cultivo de tejidos vegetales en A. montana, T. parthenium y B. cordata

Debido a que se han reportado fluctuaciones en la produccién de metabolitos
secundarios, tales como las LS o los CF, por las especies A. montana, T. parthenium
y B. cordata (Chadwick et al., 2013; Grech-Baran, 2012; Petrova et al., 2012), se han
establecido cultivos de tejidos vegetales para dichas especies con el objetivo de
producir dichos compuestos de manera controlada (Brown et al., 1996; Grech-Baran,
2012; Petrova et al., 2012).

Para lo cual se realizé la micropropagacion in vitro de semillas de T. parthenium en
medio MS conteniendo 0.2% de acido giberélico (GAs). Los explantes fueron cultivados

in vitro en medio MS usando diferentes reguladores del crecimiento vegetal (0.5, 1y 2
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mg/L de BAP, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L de ANA y combinaciones de ambas) y fuentes de
carbono (sacarosa, glucosa, fructosa y almidon a 12.5, 25 y 50 g/L). El contenido de
PTN en diferentes cultivos de brotes establecidos fue analizado y comparado con el
presente en plantas crecidas a campo abierto. Los resultados revelaron que usando
MS al 50% conteniendo 50 g/L de glucosa o fructosa como fuente de carbono y 0.5
mg/L de bencil-aminopurina (BAP) se obtiene un mayor contenido de PTN (0.127
mg/g) que el encontrado en plantas crecidas a campo abierto (0.098 mg/g) (Rateb et
al., 2007).

Por otra parte, los cultivos in vitro de Buddleja cordata fueron establecidos a partir de
explantes foliares con la finalidad de producir fenilpropanoides con propiedades
terapéuticas. Se indujo callo con 0.1 mg/L de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
0.5 mg/L de cinetina (Kin), asi como raiz indirecta con acido naftalenacético (ANA) y
Kin. El verbascésido fue el fenilpropanoide mayoritariamente producido en los cultivos
in vitro con 68.29 mg/g de biomasa seca en raices y 86.26 mg/g en callo, superior al
encontrado en hojas de B. cordata crecida a campo abierto: de 10.10 mg/g (Estrada-
Zuiiga et al., 2009).

2.5 Bioensayos de citotoxicidad con lineas celulares de cancer

Tanto los estudios de ciencia basica como los ensayos clinicos son componentes
necesarios en el proceso del descubrimiento y evaluacion de farmacos para el cancer
(Voskoglou-Nomikos et al., 2003). Las lineas celulares de cancer humano representan
uno de los pilares de la biologia del tumor y del descubrimiento de farmacos a traves
de una manipulacién experimental facil (Barretina et al., 2012). La rapida expansiéon
del uso de lineas celulares de cancer para predecir la eficacia clinica de nuevos
agentes ha influenciado el curso del desarrollo de drogas y ahora es una importante
herramienta para la industria biotecnoldgica y farmacolégica, en donde los esfuerzos
son enfocados aceleradamente a terapias dirigidas a blancos moleculares en cancer.
Resultados recientes han demostrado que las lineas celulares derivadas de tumores

retienen en gran parte las caracteristicas gendmicas del tumor primario, reforzando
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aun mas la validez de las aproximaciones en el descubrimiento clinico significativo que
correlaciona la genética celular del tumor y su sensibilidad o resistencia a las drogas
(Gillet et al., 2011). Los tumores primarios de donde son originarias las lineas celulares
implican que son sustitutos genéticamente validos de tumores in vivo (Sharma et al.,
2010). El desarrollo de nuevos agentes mas efectivos es esencial para el progreso de
la quimioterapia para el cancer. Por lo tanto, las lineas celulares son una gran
herramienta para predecir los mecanismos de accién de nuevos compuestos (Yamori,
2003).
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3 JUSTIFICACION.

El linfoma es una neoplasia hematopoyética que representa un serio problema de
salud a nivel mundial y aunque los tratamientos convencionales muestran resultados
alentadores, la toxicidad y el desarrollo de resistencia a los farmacos, son un obstaculo
para la eliminacion completa de las células transformadas. Por ello es necesario
desarrollar nuevas alternativas terapéuticas, que permitan eliminar completamente a
los linfomas refractarios. Una de estas alternativas es el empleo de los compuestos
derivados de plantas como alternativa a las estrategias del desarrollo de farmacos
contra el cancer. Las plantas medicinales como Arnica montana, Tanacetum
parthenium y Buddleja cordata, son especies a la que se les atribuye propiedades para
tratar el cancer, ya que contienen algunos metabolitos secundarios como las lactonas
sesquiterpénicas y los compuestos fendlicos que han sido asociados a dicha
propiedad. El cultivo de tejidos vegetales permite la produccién de compuestos de
interés farmacolégico de manera sustentable y sostenible, ayuda a conservar los
recursos vegetales en su habitat y evita que las especies puedan estar amenazadas o
en peligro de extincidbn por su explotacién para su uso medicinal. La valoracion
preliminar del potencial citotdéxico de fracciones del extracto metandlico derivado de
cultivo de tejidos vegetales de dichas especies contribuird en el aislamiento de
principios bioactivos y sistemas de produccion sustentables que tengan actividad
farmacol6gica como alternativa terapéutica del cancer y en particular de los Linfomas

refractarios a los farmacos.
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4 HIPOTESIS.

Fracciones del extracto metandlico de cultivos de células y 6rganos vegetales de las
especies A. montana, T. parthenium y B. cordata conteniendo lactonas
sesquiterpénicas y compuestos fendlicos, metabolitos secundarios que se han
reportado poseen actividad citotéxica, mostraran actividad citotoxica sobre una linea

celular de Linfoma no Hodgkin (Linfoma de Burkitt).

5 OBJETIVOS.
5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad citotdxica de las fracciones de extractos metandélicos obtenidos a
partir del cultivo de células de A. montana, T. parthenium y B. cordata sobre una linea

celular de Linfoma no Hodgkin (Linfoma de Burkitt RA 1).

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de reguladores del crecimiento vegetal sobre la callogénesis
y/o morfogénesis en explantes foliares para el establecimiento de un cultivo de
células en suspension de A. montana.

2. Fraccionar extractos metanolicos del cultivo in vitro de A. montana, T.
parthenium y B. cordata.

3. Evaluar la actividad citotoxica de las fracciones (en ausencia o presencia de un
agente quimioterapéutico) que presentan mayor contenido de LS y CF sobre

células de Linfoma no Hodgkin.
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6 MATERIALES Y METODOS.
6.1 Cultivo in vitro de especies vegetales
6.1.1 Cultivo de células en suspension de Arnica montana (CCSAm)

6.1.1.1 Material vegetal

Se emplearon semillas de A. montana adquiridas del Rancho Los Molinos
(www.rancholosmolinos.com) para su germinacion aséptica in vitro; las plantulas
resultantes de la germinacion in vitro fueron fuente de explantes foliares para realizar
el experimento para la induccién de callo y/o respuestas morfogenéticas y el

establecimiento de la linea celular vegetal a emplear.
6.1.1.2 Establecimiento del cultivo aséptico

Las semillas fueron colocadas en el interior de una bolsita de papel filtro para ser
lavadas al chorro de agua durante 15 min con detergente, después se sumergieron en
una solucién de antibiéticos (200 mg/L de ampicilina, 200 mg/L de eritromicina y 200
mg/L de tetraciclina) por 30 min, luego se pasaron a una solucion de fungicidas (10 g/L
de fungoxyl y 10 mL/L de bravo 720®) por 30 min, posteriormente se pasaron a una
solucion de etanol al 70% (v/v) por 15 s, seguido de una inmersién en una solucién de
cloro al 20% (v/v) por 15 min. Por ultimo, se enjuagaron 4 veces con agua destilada
estéril en la campana de flujo laminar horizontal para retirar los residuos del tren de
lavado. Las semillas enjuagadas se sembraron en frascos tipo Gerber con medio sélido
conteniendo 5 semillas en cada frasco y se incubaron para su germinacién y

subsecuente desarrollo de plantulas.
6.1.1.3 Medio de cultivo y condiciones de incubacién

Se utilizé el medio de cultivo MS (Murashige & Skoog 1962) al 50% suplementado con
30 g/L de glucosa y solucién antioxidante (150 mg/L de &cido ascérbico y 100 mg/L de
acido citrico). Se empled agua destilada para la preparacion del medio de cultivo. El

medio de cultivo se ajusto a un pH de 5.7-5.8, se esterilizd en autoclave a 121 °C por
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18 min. Se emple6 medio de cultivo semisélido con 3 g/L de fitagel sin reguladores del
crecimiento vegetal para el establecimiento del cultivo aséptico de semillas; y para la
induccién de callo/respuesta morfogenética se adicion6 al medio de cultivo diferentes
reguladores del crecimiento vegetal a diferentes concentraciones (seccion 6.1.1.4).
Para el establecimiento del cultivo de células en suspension se emplearon matraces
conteniendo la quinta parte del volumen total con medio de cultivo liquido. Las
condiciones del cuarto de incubacion consistieron en un fotoperiodo de 16 h de luz
fluorescente blanca (50 umol m s1) en donde se colocaron los frascos con medios
de cultivo solido, asi como los medios de cultivo liquido en un agitador orbital a 110

rpm.
6.1.1.4 Establecimiento de cultivos de células en suspensidén de Arnica montana

Se inocularon explantes foliares de plantulas asépticas crecidas durante 4 semanas a
partir de su germinacion en medio de cultivo adicionado de las siguientes
combinaciones de reguladores del crecimiento vegetal: auxinas mas citocininas: 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) + Kin (cinetina) (tratamiento codificado como DK), 2,4-
D + BAP (6-N-Bencilaminopurina) (tratamiento codificado como DB), ANA (acido 1-
naftalenacético) + BAP (tratamiento codificado como AB), ANA + Kin (tratamiento
codificado como AK), AlA (acido indolacético) + Kin (tratamiento codificado como IAK),
AlA + BAP (tratamiento codificado como IAB), AIB + Kin (tratamiento codificado como
IBK), AIB (4cido indol 3-butirico) + BAP (tratamiento codificado como IBB), Pic
(picloram) + Kin (tratamiento codificado como PK) y Pic + BAP (tratamiento codificado
como PB) a las concentraciones de 0.5+0.5, 0.5+1.0, 1.0+0.5, 1.0+1.0, 2.5+25 y
5.0+5.0 mg/L para la induccion de callos/respuestas morfogenéticas en medios
gelificados en frascos tipo Gerber durante un mes de cultivo. Se utilizé6 medio libre de

RCV como control negativo.

Una vez desarrollados los callos, se seleccionaron aquellos tratamientos que
presentaron el mejor crecimiento y friabilidad y se subcultivaron en medio gelificado

para proliferar su biomasa durante 2 meses. Posteriormente fueron transferidos al
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mismo tipo de medio de cultivo, pero libre de fitagel (medio liquido) en matraces
conteniendo una quinta parte de volumen de su capacidad total, durante 6 subcultivos

de 15 dias cada uno para el establecimiento de los cultivos celulares en suspension.
6.1.1.5 Cinética de crecimiento del CCSAm

La biomasa fresca se proliferé durante 15 d en matraces de 1 L conteniendo 200 mL
de medio de cultivo y un inoculo de 12 g. Con dicha biomasa se realizaron 3 cinéticas
de crecimiento por triplicado tomando muestra cada 3 d durante 30 d, para lo cual se
inocularon matraces de 125 mL conteniendo 25 mL de medio de cultivo y 1.5 g de
biomasa. La biomasa cosechada se filtr6 con una bomba de vacio, se enjuagd con
agua destilada y se puso a secar en una estufa durante 24 h a 45 °C; se tomé una
muestra del medio de cultivo para realizar analisis del contenido de azlcares
reductores totales, como medida del consumo de la fuente de carbono durante el
tiempo que durd la cinética. Cada punto de la cinética consisti6 en 3 unidades

experimentales y tres repeticiones.
6.1.1.6 Caracterizacion fitoquimica del CCSAm

Se realizaron extractos metanolicos de las muestras de las células obtenidas durante
la cinética previamente secadas y pulverizadas, se empled un ultrasonicador con
sonotrodo programado a 30 min a una temperatura de 50 °C, al 10% de amplitud de
ultrasonido bajo régimen de pulsos por 9 s de ultrasonido por 6 s de descanso; se
ocuparon 125 mL de metanol por cada 100 mg de biomasa seca. Los extractos se
concentraron en un rotavapor y se llevaron a sequedad total en una estufa a 60 °C
durante 24 h. Los extractos fueron utilizados para hacer el analisis fitoquimico y asi
seleccionar a qué dia se tendria que proliferar y cosechar la biomasa para realizar la

extracciéon y fraccionamiento.

Para la determinacién de compuestos fendlicos totales (CFT) se usé el método de
Folin-Ciocalteau con algunas modificaciones (Estrada-Zuiiga et al., 2016), usando

acido galico como estandar de referencia en concentraciones de 6 a 100 ug/mL para
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la curva de calibracion (y=8.2506x-0.0048, R2=0.9995), siendo reportados los
resultados como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg
EAG/g). Se mezclaron 3.75 mL de agua destilada con 0.5 mL de extracto, estandar o
disolvente y 0.25 mL del reactivo de Folin, se dejo reposar por 5 min y se agreg6 0.5
mL de una disolucion de carbonato de sodio al 20% (p/v), se incubo por 30 minutos en

oscuridad y se ley0 la absorbancia a 725 nm.

En la determinacion de flavonoides totales (FvT) se us6 el método reportado por
Woisky y Salatio (1998) con algunas modificaciones, usando quercetina como
estandar de referencia en concentraciones de 0.35 a 100 pg/mL (y=10.612x-0.004,
R?=0.9919), siendo reportados los resultados como miligramos equivalentes de
guercetina por gramo de extracto (mg EQ/g). Se mezclaron 1.5 mL de tricloruro de
aluminio al 2% en metanol (p/v) con 1.5 mL de extracto, estdndar o disolvente, se

incubd6 durante 10 min en oscuridad y se leyo la absorbancia a 415 nm.

Para la cuantificacion de glucésidos fenilpropanoides totales (GFPT) se us6 el ensayo
de Arnow segun Lillo et al. (2016) con algunas modificaciones, usando verbascésido
como estandar de referencia a concentraciones de 6 a 100 pg/mL (y=2.6609x-0.019,
R?=0.9972) siendo reportados los resultados como miligramos equivalentes de
verbascosido por gramo de extracto (mg EV/g). El reactivo consistié en preparar
previamente &cido clorhidrico 0.5 M, nitrito de sodio al 10% (p/v) y molibdato de sodio
al 10% (p/v) en agua destilada y posteriormente se mezclaron en una proporciéon 4:1:4.
Se mezclaron 0.6 mL del reactivo con 0.3 mL de extracto, estdndar o disolvente, se
dej6 reposar por 5 min, posteriormente se agregaron 0.6 mL de hidroxido de sodio 2
N y 1.5 mL de agua destilada, se mezclo e incubd durante 30 min en oscuridad y se

leyé la absorbancia a 520 nm.

Con respecto a la cuantificacion de lactonas sesquiterpénicas totales (LST) se utilizd
el método propuesto por Salapovic et al. (2013) usando partenélida como estandar de
referencia a concentraciones de 4.96 a 19.86 pg/mL (y=-0.0008x+0.1743, R2=0.9757);
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se reportan los resultados como miligramos equivalentes de partendlida por gramo de

extracto (mg PTN/g). Se ley6 la absorbancia a 412 nm.

Se determind la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los extractos con el radical
DPPH. Se preparo el radical DPPH a 0.1 mM disuelto en metanol. Como control
positivo se utilizé Trolox 3.9 mM (disuelto en metanol) a concentraciones de 20 a 200
KMM. Como control negativo se empled metanol. Se secaron 10 ml del extracto para
preparar soluciones a diferentes concentraciones para encontrar la ICso. Se mezclaron
1.8 mL de DPPH con 0.3 mL de extracto, trolox o disolvente, se dejo incubar por 15

min en oscuridad y se leyé la absorbancia a 515 nm.

6.1.1.7 Proliferacion de biomasa por medio de subcultivos

Se cultivaron células en suspensiéon durante 30 d en matraces de 1000 mL con 200
mL de medio de cultivo y 12 g de biomasa inicial y se cosecharon a través de filtracion
al vacio (Figura 10), posteriormente se secaron en una estufa durante 2 dias a 60 °C
hasta tener la suficiente biomasa para obtener el extracto metandlico y su

fraccionamiento.

Fig. 10. Linea celular proliferada para la realizacién de extractos.
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6.1.2 Cultivo de raices en suspensidon de Tanacetum parthenium (CRSTp)

El medio de cultivo consistio en medio MS al 50% con 40 g/L de glucosa, 150 mg/L de
acido ascorbico y 100 mg/L de acido citrico suplementado con 3 mg/L del regulador de
crecimiento vegetal (RCV) acido naftalenacético (ANA) (Nieto-Trujillo et al., 2017). Se
emple6 agua destilada para la preparacion del medio de cultivo. EI medio de cultivo se
ajusté a un pH de 5.7-5.8 y se esterilizd en una autoclave a 121 °C por 18 min. El
in6culo de raiz, con un peso de 12 g, se propag6 en matraces Erlenmeyer de 1000 mL
conteniendo 200 mL de medio de cultivo (Nieto-Trujillo et al., 2017) (Fig. 11). Las
condiciones de incubacion consistieron en colocar los matraces inoculados en un
agitador orbital a 110 rpm bajo un fotoperiodo de 16 h luz fluorescente blanca (50 pumol
m-2 s') durante 32 dias para la generacion de biomasa. La biomasa cosechada se filtr6
con una bomba al vacio, se enjuagd con agua destilada y se puso a secar en una
estufa durante 24 h a 45 °C (Fig. 10b).

Fig. 11. Cultivos in vitro de T. parthenium: a) CRSTp y b) biomasa de raices para la extraccion.

6.1.3 Cultivo de células en suspension de Buddleja cordata (CCSBc)

El medio de cultivo consisti6 en medio MS al 50% con 30 g/L de sacarosa, 150 mg/L
de acido ascorbico y 100 mg/L de acido citrico suplementado con 0.1 mg/L de &cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.5 mg/L de cinetina (Kin) (Estrada-Zufiga et al.,

2009). Se emple6 agua destilada para la preparacién del medio de cultivo. EI medio

31



de cultivo se ajusté a un pH de 5.7-5.8 y se esteriliz6 en una autoclave a 121 °C por
18 min. Se inocularon 12 g de células en matraces Erlenmeyer de 1000 mL
conteniendo 200 mL de medio de cultivo. Las condiciones de incubacion consistieron
en colocar los matraces inoculados en un agitador orbital a 110 rpm bajo un fotoperiodo
de 16 h luz fluorescente blanca (50 umol m? st) durante 15 d para la generaciéon de
biomasa. La biomasa cosechada se filtr6 con una bomba al vacio, se enjuago con agua

destilada y se puso a secar en una estufa durante 24 h a 45 °C (Fig. 12).

Fig. 12. Cultivo in vitro de B. cordata: a) CCSBc y b) células proliferadas para la obtencién del extracto.
6.2 Extraccién metandlica de la biomasa proliferada de los cultivos in vitro

Se realizaron extractos (500 mL de metanol por cada 3 g de biomasa seca) de los
cultivos de CCSAm, CCSBc y CRSTp previamente secados y pulverizados, con un

ultrasonicador como se reporta en la seccion 6.1.1.6.
6.2.1 Fraccionamiento de los extractos

Para cada cultivo in vitro (CCSAm, CRSTp y CCSBc) se obtuvieron 13 fracciones en
total, con un volumen de 100 mL cada una. El fraccionamiento se realiz6 por medio de
cromatografia en columna usando hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetonitrilo,
metanol y agua, con polaridad creciente, empleando como fase estacionaria silica gel
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con tamafio de malla de 60-200 (Fig. 13). Las fracciones se concentraron en un
rotavapor y se llevaron a la sequedad total en una estufa a 60 °C durante 24 h, las
fracciones secas se almacenaron en refrigeracion para ser empleadas para su analisis

fitoquimico y bioensayos de citotoxicidad.

Fig. 13. Columna empleada para el fraccionamiento de los extractos metandlicos de los tres cultivos in
vitro.

6.2.2 Analisis fitoquimico cualitativo

Se realizaron las pruebas cualitativas de Baljet, cloruro férrico e hidroxido de potasio
(Dominguez 1988), para determinar la presencia de lactonas sesquiterpénicas (LS),
compuestos fendlicos (CF) y flavonoides (Fv), respectivamente (Fig. 14) en las
diferentes fracciones obtenidas, y asi seleccionar a aquellas fracciones que al tener

mayor respuesta se les realizaria el analisis cuantitativo.

6.2.3 Andlisis fitoquimico cuantitativo

Se realizé el mismo procedimiento indicado en la seccion 6.1.1.6

Las fracciones a las que se les determinaron el contenido total de compuestos
fendlicos y lactonas sesquiterpénicas se emplearon para las pruebas de actividad

citotoxica.

6.2.4 Actividad antioxidante (AA)

33



Se determind la concentracion inhibitoria 50 (ICs0) de las fracciones con el radical
DPPH. Se preparo el radical DPPH a 0.1 mM disuelto en metanol. Como control
positivo se utilizé Trolox 3.9 mM, se disolvi6 en metanol y se realizé una curva de
calibracion a una concentracion de 20 a 200 uM. Como control negativo se empled
metanol. Se tomd 10 mL de las fracciones se llevaron a sequedad total, se determiné
el peso seco y posteriormente se disolvieron con 500 pL de metanol y se realizaron

diluciones seriadas para encontrar la ICso.

La reaccién consistié en mezclar 1800 uL del radical DPPH con 300 uL de muestra, se
dej6 reposar durante 15 min en oscuridad y se leyo la absorbancia en un
espectrofotometro a 515 nm. La prueba se realiz6 por triplicado.

6.2.5 Barrido espectrofotométrico de las fracciones

Se realiz6 un barrido de absorcion a la longitud de onda de 200-900 nm en todas las
fracciones para corroborar las diferencias en la absorbancia de sus espectros entre
una y otra, y para que al realizar nuevos extractos y fracciones coincidieran en los

espectros obtenidos inicialmente.
6.3 Actividad biolégica de las fracciones

6.3.1 Cultivo de la linea celular de Linfoma de Burkitt (Linfoma no Hodgkin)

La linea celular Ramos de Linfoma no Hodgkin (Burkitt) humano, fue obtenida de la
American Type Cell Colection (ATCC, CRL-1596), y se cultivaron en medio RPMI 1640
Advanced (Invitrogen), suplementado al 5% con suero fetal bovino (SFB, Invitrogen),
y 1% de antibidticos- antimicéticos conteniendo 10000 U/mL de penicilina G, 10 mg/mL
de estreptomicina y 25 ug/mL anfotericina B. Los cultivos se mantuvieron todo el
tiempo a 37°C y 5% de CO2. Para los ensayos de viabilidad y apoptosis los cultivos
fueron suplementados con SFB al 2%. La linea fue empleada para los experimentos
durante un mes después de ser descongelada, posterior a ese tiempo se desecho la
linea celular y se descongelaron nuevas células para evitar posibles cambios genéticos

y morfoldgicos.
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6.3.2 Viabilidad celular por medio de latincion de azul de tripan

Se empled el método de tincidn por exclusién usando azul de tripan, que permite
diferenciar las células vivas de las muertas, ya que las células vivas cuentan con la
membrana celular intacta que es selectiva a los compuestos que deja pasar al interior
de las células, en las células viables el azul de tripdn no es absorbido, sin embargo
atraviesa la membrana de las células muertas mostrando un distintivo color azul bajo

el microscopio permitiendo asi, hacer el conteo celular en la camara de Neubauer.

Se realiz6 una curva dosis respuesta de la vincristina, el cual es un farmaco empleado
en el tratamiento del linfoma. También se realiz6 una curva dosis respuesta del
disolvente DMSO empleado para solubilizar las fracciones de los extractos de los

cultivos in vitro, para determinar si afectaba o no la viabilidad celular.

Se cultivaron 50,000 células por pozo en placas de 96 pozos con medio Advanced-
RPMI 1640 suplementado con 2% de suero fetal de bovino. Se coloc6é como control
negativo células sin tratamiento; como control positivo se uso6 vincristina 1nM
(0.000824 pg/mL), y los tratamientos consistieron de las fracciones a concentraciones
de 1, 5, 10, 20, 30 y 40 pg/mL previamente disueltas en DMSO a 24 h, solas y en
combinacion con vincristina 1 nM a 6 h de exposicion para determinar su posible efecto
sinérgico, todo por triplicado con 3 repeticiones; las placas se incubaron a 37 °C y 5%
de COz2. El volumen de células empleado fue de 50 uL, el resto fue medio de cultivo y

los tratamientos, teniendo como volumen final por pozo 100 pL.

Para el conteo de las células posterior a los tratamientos se tomaron 20 pL de cada
pozo, previamente resuspendido, y se mezclaron con 80 puL de azul de tripan, luego
se colocaron 10 pL en cada lado de una Camara de Neubauer y se procedi6 a contar

las células viables en un microscopio invertido con objetivo 40x.

6.4 Analisis estadistico
Las diferencias significativas de las medias de todos los tratamientos fueron

determinadas usando un ANOVA, seguida por una prueba de Tukey a través del
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software NCSS (versién 2007). Valores de p < 0.001 fueron considerados significativos

para la actividad citotéxica y una p < 0.05 para los demas experimentos.

7 RESULTADOS
7.1 Establecimiento del CCSAm
7.1.1 Asepsia de semillas, germinacion y barrido hormonal

Con las condiciones del tren de lavado se logré tener un 100% de asepsia del total de
semillas tratadas. Se consiguio un 85% de germinacion de las semillas, entre los 4y 8

dias a partir de la siembra (Fig. 15).

"

Fig. 14. Plantula de A. montana cultivada in vitro a 3 semanas de su germinacion.

Al realizar el barrido hormonal se pudo determinar el efecto de los reguladores del
crecimiento vegetal en la induccién de diferentes respuestas morfogenéticas en los
explantes foliares de A. montana a 30 dias (Tabla 2). Las respuestas a los tratamientos
iniciaron a los 6 dias de exposicién de las combinaciones de auxinas con citocininas.

En algunos tratamientos hubo ausencia de respuesta, en cambio en otros se formaron

36



raices de lento crecimiento (solo rizogénesis directa) y de morfologias diversas. En el
caso de la formacion de callos, la mayoria presentaba lento crecimiento y una
morfologia compacta, distintas coloraciones, y en algunos casos hubo oxidacion. Por
lo que, se seleccionaron 3 tratamientos que indujeron callo con las caracteristicas
necesarias para el cultivo en suspension, que corresponden a las siguientes
combinaciones de RCV: 0.5 mg/L de AIB + 1 mg/L de BAP (IBo:sB1), 1 mg/L de Pic +
0.5 mg/L de Kin (P1Kos) y 1mg/L de Pic + 1 mg/L de BAP (P1B1). Estos tratamientos
presentaron un mejor crecimiento y fueron cultivados en medio liquido en matraces
para determinar que tanto se disgregaban para establecer el cultivo en suspension
(Fig. 15). De los tres tratamientos finales el que tuvo mejor respuesta en el medio
liqguido fue el PiKosy con el que se decidié continuar trabajando. Después de 6
subcultivos, las células en suspension no presentaron cambios respecto a una
coloracién amarillo pélido, rapido crecimiento y una disgregacion celular completa, por

lo que la consideramos como una linea celular estable.

Tabla 2. Porcentaje de respuesta morfogenética inducida en explantes foliares de A. montana a
tratamientos con reguladores del crecimiento vegetal, después de 30 dias de cultivo.

Cdbdigo del tratamiento RCV (mg/L) % de respuesta inducida
Auxina Citocinina | Callo Raiz
DosKos 2,4-D 05 | Kin 05 [ 0.0+00 0.0+0.0
D:Kos 1.0 0.5 0.0+0.0 0.0+0.0
DosK1 0.5 1.0 0.0+0.0 0.0+0.0
DK 1.0 1.0 100 + 0.0 0.0+0.0
D2sKos 25 25 0.0+0.0 0.0+0.0
DsKs 5.0 5.0 0.0+0.0 0.0+0.0
DosBos 24D 05 |BAP 05 |0.0+0.0 0.0+0.0
D:Bos 1.0 0.5 0.0+0.0 0.0+0.0
DosB1 0.5 1.0 0.0+0.0 0.0+0.0
D:B; 1.0 1.0 100 + 0.0 0.0+0.0
D2sB2s 25 25 0.0+0.0 0.0+0.0
DsBs 5.0 5.0 0.0+0.0 0.0+0.0
AosKos ANA 05 | Kin 05 [ 0.0+00 0.0+0.0
AKos 1.0 0.5 0.0+0.0 0.0+0.0
AosK1 0.5 1.0 0.0+0.0 0.0+0.0
AsKy 1.0 1.0 0.0+0.0 50+0.5
AzsKzs 2.5 2.5 0.0+0.0 50+ 0.5
AsKs 5.0 5.0 0.0+0.0 50+0.5
AosBos ANA 05 |[BAP 05 | 0.0+0.0 0.0+0.0
A:Bos 1.0 0.5 0.0+0.0 0.0+0.0
AosB1 0.5 1.0 0.0+0.0 0.0+0.0
A:B; 1.0 1.0 50+0.5 50+0.5
AzsB2s 25 25 25+0.2 75+ 0.7
AsBs 5.0 5.0 50+0.5 25+0.2
1A0sKos AIA 05 | Kin 05 [ 0.0+00 0.0+0.0
1A:Kos 1.0 0.5 0.0+0.0 0.0+0.0
1A0sK1 0.5 1.0 0.0+0.0 0.0+0.0
1AKy 1.0 1.0 25+0.2 25+0.2
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1A25K2 5 2.5 2.5 0.0+£0.0 25+0.2
1AsKs 5.0 5.0 0.0+0.0 75+0.7
1A0.5Bos AlA 0.5 BAP 0.5 0.0+0.0 0.0+0.0
1A1Bos 1.0 0.5 0.0+£0.0 0.0+£0.0
1A0.5B1 0.5 1.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0
1A:1B1 1.0 1.0 25+0.2 25+0.2
1A25B25 2.5 2.5 50+ 0.5 0.0+£0.0
1AsBs 5.0 5.0 0.0+0.0 0.0+0.0
1Bo.sKos AlB 0.5 Kin 0.5 50+ 0.5 50+ 0.5
I1B1Kos 1.0 0.5 0.0+£0.0 100 + 0.0
1BosK1 0.5 1.0 0.0+0.0 100+ 0.0
1B1K1 1.0 1.0 0.0+0.0 100+ 0.0
I1B25K2s 2.5 2.5 0.0+£0.0 100 + 0.0
I1BsKs 5.0 5.0 25+0.2 25+0.2
1Bo.sBos AlB 0.5 BAP 0.5 0+0.0 100+ 0.0
IB1Bos 1.0 0.5 75+0.7 25+0.2
I1BosB1 0.5 1.0 100+ 0.0 0+0.0
I1B1B1 1.0 1.0 25+0.2 25+0.2
I1B2.5B2s 2.5 25 0+0.0 0+0.0
1BsBs 5.0 5.0 0+0.0 0+0.0
Po.sKos Pic 0.5 Kin 0.5 100+ 0.0 0+0.0
P1Kos 1.0 0.5 100+0.0 0+0.0
Po.sKy 0.5 1.0 100+ 0.0 0+0.0
PiKy 1.0 1.0 75+0.7 0+0.0
P25Kzs 25 25 25+0.2 0+0.0
PsKs 5.0 5.0 0+0.0 0+0.0
Po.sBos Pic 0.5 BAP 05 100+0.0 0+0.0
P1Bos 1.0 0.5 100+0.0 0+0.0
PosB1 0.5 1.0 100+ 0.0 0+0.0
P1B1 1.0 1.0 100+£0.0 0+0.0
P25B2s 25 25 50+ 0.5 0+0.0
PsBs 5.0 5.0 0+0.0 0+0.0

Fig. 15. Caracteristicas fenotipicas de callos de A. montana cultivados en suspensién a 15 dias, a)
IBo.sB1 formando agregados celulares grandes y heterogéneos, b) P1Kos completamente disgregada y
de rapido crecimiento y ¢) P1B1 una mezcla de células disgregadas y agregados celulares pequefios y
homogéneos.

7.1.2 Caracterizaciéon de los parametros cinéticos de crecimiento del CCSAm
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La linea celular P1Kos presentd 3 fases del crecimiento, una fase de adaptacion que
durd de los 0 a los 3 dias de cultivo, seguida de la fase exponencial que duro de los 3
a los 15 dias, posteriormente una fase estacionaria de los 15 a los 30 dias (Figura 15).
Los parametros de crecimiento que se determinaron fueron: un tiempo de duplicacion
(td) de la biomasa de 4.06 d, una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.1706 d

y una biomasa maxima de 8.9 g/L al dia 15.

Ademas, al realizar el ensayo de azucares reductores en el medio de cultivo se pudo
encontrar que al dia 30 de la cinética de crecimiento, el consumo de glucosa habia
sido casi total (Fig. 17. La linea celular presenta un crecimiento rapido y un eficiente

consumo de la fuente de carbono.
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Fig. 16. Caracterizacion del crecimiento celular del CCSAmy consumo de la fuente de carbono durante
30 dias

7.1.3 Perfil fitoquimico en el tiempo

Se determind que al dia 15 del cultivo se logré producir una mayor cantidad de
biomasa, mientras que la mayor cantidad de compuestos fendlicos totales, flavonoides
totales, glucosidos fenilpropanoides totales y lactonas sesquiterpénicas totales se

obtuvieron al dia 30 del cultivo (Fig. 18). Lo anterior se vio reflejado en la actividad
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antioxidante de dicho extracto, el cual fue mayor al dia 30. A partir de estos resultados,
se decidio proliferar la linea celular de A. montana durante 30 dias para la generacion

de biomasa y obtener el extracto metandlico que fue sujeto a fraccionamiento.
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Fig. 17. Andlisis fitoquimico sobre los metabolitos secundarios contenidos en el extracto metandlico
obtenido de la linea celular P1Ko s, durante 30 dias de cultivo. a) contenido de CFT, b) contenido de FvT,
c¢) contenido de GFPT, d) contenido de LST y e) actividad antioxidante

7.2 Perfil fitoquimico de las fracciones de los cultivos in vitro
7.2.1 Andlisis fitoquimico cualitativo

La cromatografia en columna produjo fracciones mostrando diferente perfil fitoquimico
con base al analisis cualitativo de CF, Fv y LS presentes en los cultivos CCSAm,
CRSTp y CCSBc (Fig. 19).

b .)

Fig. 18. Andlisis fitoquimico de fracciones, los primeros 3 pozos de la primera columna se empleé
disolvente como control negativo, la columna 2 y 3 corresponden a dos fracciones diferentes. a) prueba
de Baljet, en el tercer pozo se observa una coloracién entre amarilla y anaranjada que se toma como
positiva, b) prueba de cloruro férrico, en el tercer pozo se da una coloracién entre negra, verde o azul
que se toma como positiva y c) prueba de hidréxido de potasio, en el tercer pozo hay una coloracion
amarilla oscura que se toma como positiva. A mayor intensidad de la coloracion se espera que contenga
una mayor concentracion de metabolitos secundarios.

Se eligieron para continuar trabajando las fracciones F4, F5 y F6 del CCSAm; F4, F5,
F8 y F13 del CRSTpy F3, F4y F5 del CCSBc (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis cualitativo de compuestos fendlicos, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas por
ensayos colorimétricos de las fracciones de los 3 cultivos en suspension.

Fraccion | CCSAm CRSTp CCSBc

CF Fv LS CF Fv LS CF Fv LS
F1 - - - - - - - - -
F2 - - - + - + - - -
F3 + - - + + + +++ +++ +++
F4 + ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
F5 + +++ + ++ ++ ++ ++ - +
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F6 + ++ + + + + - - +
F7 - - - + + + - - -
F8 - - - + + ++ - - -
F9 - - - - - + - - -
F10 - - - - - + - - -
F11 - - - - - + - - -
F12 - - - - - + - - -
F13 - - - - ++ + - - -

Los simbolos — / + indican la ausencia o presencia de reaccién, respectivamente; en el caso de
presencia se us6 de 1 a 3 veces el simbolo + para sefialar la intensidad de menor a mayor la reaccién
colorimétrica.

7.2.2 Analisis fitoquimico cuantitativo

Las fracciones que cualitativamente mostraron mayor contenido de LS y CF, también
mostraron diferencias en el contenido de CFT, FvT, GFPT y LST (Tabla 4). La cantidad
maxima de compuesto fendlicos totales obtenida fue de 270.2 mg EAG/g de extracto
en la fraccion 5 de A. montana, seguida de la fraccion 4 de T. parthenium con 194.15
y por ultimo la fraccion 4 de B. cordata con 18.26; para los flavonoides totales se
consiguié 201.05 mg EQ/g de extracto en la fracciébn 5 de A. motana, seguida de la
fraccion 13 de T. parthenium con 16.53 y por ultimo la fraccién 5 de B. cordata con
0.31; en el caso de los feniletanolglucésidos totales la mayor produccion se dio en la
fraccion 4 de T. parthenium con 143.56 mg EV/g de extracto, seguida de la fraccién 5
de A. montana con 83.31 y por ultimo la fraccion 4 de B. cordata con 11.15; para el
caso de las lactonas sesquiterpénicas totales la mayor concentracion fue de 14.84 mg
EP/g de extracto para la fraccion 4 de T. parthenium, seguida de la fraccion 5 de A.
montana con 5.43 y por ultimo la fraccion 4 de B. cordata con 0.12 Las fracciones de
B. cordata presentan una mayor actividad antioxidante, seguidas de las de A. montana
y por ultimo las fracciones de T. parthenium. En el caso de la F3 del CCSBc a partir de
agui no se presentan sus resultados debido a la proteccién de datos para la realizacion

de una patente.

Tabla 4. Analisis fitoquimico cuantitativo de CFT, FvT, GFPT y LST y AA de fracciones obtenidas de los
cultivos en suspension de las 3 especies vegetales.

Fraccién Contenido de compuestos totales Actividad
antioxidante
CFT | FvT | GFPT | LST ICs0 (Ug/mL)
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mg EAG/g mg EQ/g mg EV/g mg EP/g
F4-CCSAmM 28.07 £ 1.86a 9.98 £ 0.14abcde | 26.51+£0.192 | 29.39+1.12, | 2.20£0.854
F5-CCSAm 270.2 + 4.84. 201.05+3.83f | 83.31+0.95, | 325.45+0.19, | 543+ 0.79%
F6-CCSAmM 170.16 £4.19q | 188.53 +£3.92y3 | 45.24 + 0.23¢ | 397.75+ 1.44. | 3.19 + 0.86¢
F4-CRSTp 194.15 £ 2.9¢ 6.43 £ 0.12xc 143.56 +1.94 | 6.09 £ 0.79def | 14.84 £ 0.834
F5-CRSTp 127.48 £4.07: | 5.6 + 0.09 58.87 £ 0.07¢ | 10.33 £ 1.2defg | 6.11 + 0.49¢
F8-CRSTp 107.69+£3.12g | 11.93 £ 0.02ua | 22.17 £ 0.04¢ | 14.72 £ 1.79def | 2.30 + 0.37¢
F13-CRSTp 52.8 £ 2.5n 16.53 £ 0.04.s | 46.35+0.06g | 12.06 + 2.77egi | 14.78 £ 0.91¢g
F4-CCSBc 18.26 £ 0.01ap | 0.25 + | 11.15+0.07n | 3.83 £ 0.75hi 0.12 £ 0.001n
0.004 .50
F5-CCSBc 9.92 £ 0.06p 0.31 £ 0.01 e 8.60 + 0.03i 6.75 %+ 0.13ghi | 0.02 + 0.0003f

7.2.3 Barrido espectrofotométrico

Los barridos espectrofotométricos dieron espectrogramas diferentes entre las

fracciones obtenidas para cada cultivo in vitro, de manera que se pudo comprobar que

el fraccionamiento fue satisfactorio desde el punto de vista de separacion de

componentes de los extractos por la polaridad de los disolventes (Fig. 18-20).
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Fig. 19. Espectros de absorcién encontrados en las fracciones 4 (azul), 5 (rojo) y 6 (verde) del CCSAm
donde se aprecian diferencias en la absorcién de la longitud de onda.
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Fig. 20. Espectros de absorcion de las fracciones 4 (azul), 5 (rojo) y 8 (verde) del CRSTp donde se
aprecian diferencias en la absorcion de la longitud de onda
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Fig. 21. Espectros de absorcion para las fracciones 3 (azul), 4 (rojo) y 5 (verde) del CCSBc donde se
aprecian diferencias en la absorcion de la longitud de onda.
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7.3 Actividad citotoxica de las fracciones

Se determind la citotoxicidad del DMSO a los volumenes agregados a los pozos con
respecto a las fracciones empleadas, ya que se utiliz6 éste para solubilizar las
fracciones, donde no se observd un efecto significativo sobre la viabilidad celular, por
lo tanto, no afecta los resultados de las fracciones sobre la viabilidad celular (Fig. 21a).
El tratamiento con el farmaco vincristina provoco la disminucion de la viabilidad celular
de las células ramos en una respuesta dependiente de la dosis a 6 horas de
exposicidn, siendo las concentraciones de 1 y 2 nM las que dieron un mayor efecto
inhibitorio, por lo que se decidi6 emplear la concentracion de 1 nM como control
positivo, debido a que con esa concentracidén se obtiene una reduccion del 25% de
viabilidad celular y permitié analizar un posible efecto sinérgico de este farmaco al

combinarlo con las fracciones de las 3 especies vegetales empleadas (Fig. 21b).
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Fig. 22. Efecto de la vincristina y del DMSO a diferentes concentraciones sobre la linea celular ramos.
a) curva de DMSO a 24 horas como control de disolvente de las fracciones y b) Efecto de la vincristina
a 6 horas de tratamiento. El RPMI representa al control negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. *
representa los tratamiento que fueron significativos con respecto al control negativo con un valor de p <
0.001.

Al realizar los experimentos correspondientes a la actividad citotdxica de las fracciones
de A. montana se determind que hubo una mayor disminucién de los porcentajes de
viabilidad celular en las 3 mayores concentraciones probadas, siendo la de 40 pg/mL
la que disminuyé hasta en 30-50% la viabilidad para las 3 fracciones (Fig. 22, barras
azules). Al realizar la combinacién de las fracciones con vincristina se incrementé el
porcentaje de muerte celular respecto al obtenido de la fraccién sola, o la vincristina
sola, alcanzando una reduccion de la viabilidad celular a valores del 10-20% para las
F4 y F5, y menos del 10% para la F6 con la que se observa un mejor efecto (Fig. 22,
barras verdes). La vincristina sola a 1nM disminuye la viabilidad celular a valores del

75% aproximadamente.
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Fig. 23. Fracciones del CCSAm a 24 horas de tratamiento, solas (barras azules) y en combinacién con
vincristina 1 nM (barras verdes) durante 6 horas: a) fraccion 4 (F4), b) fracciéon 5 (F5) y c) fraccion 6
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(F6). EI RPMI representa al control negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. * representa los
tratamiento que fueron significativos con respecto al control negativo con un valor de p < 0.001.

Para las fracciones de T. parthenium las mayores concentraciones probadas
disminuyeron la viabilidad celular, siendo la de 40 pg/mL la que mejor funcioné dando
como resultado una disminucion de la viabilidad celular a valores entre 30-40% para
la fraccion 4 y entre el 10-20% para las fracciones 5 y 8 (Fig. 23b, c); con la
combinacion de las fracciones y el extracto se alcanzé disminuir la viabilidad celular a
valores del 10% con las fracciones 4 y 5, y entre el 10-20% para la fraccion 8,
mostrando asi un efecto potenciado principalmente con la fracciéon 4 y la vincristina
(Fig. 23a). La fraccion 13 no fue estudiada debido al bajo rendimiento durante el

fraccionamiento y no se cont6 con la cantidad necesaria.
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Fig. 24. Fracciones del CRSTp a 24 horas, solas (barras azules) y en combinacién con vincristina 1 nM
a 6 horas (barras rojas): a) fraccion 4 (F4), b) fraccion 5 (F5) y c) fraccion 8 (F8). El RPMI representa al
control negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. * representa los tratamiento que fueron significativos
con respecto al control negativo con un valor de p < 0.001.

Por dltimo, con las fracciones de B. cordata hubo efecto de la disminucion de la
viabilidad celular a partir de la minima concentracion probada, llegando a un porcentaje
de viabilidad del 60-70% con la fraccion 4 y del 40% con la fraccion 5 a los 40 pg/mL
(Fig. 24a, b). Con la combinacion de las fracciones y vincristina los valores de la
viabilidad celular disminuyeron del 10-20% para ambos casos a los 40 pg/mL,
mostrando que en la fraccion 4 se mejor6 su efecto con respecto al resultado obtenido

cuando se trataron con la fraccion sola (Fig. 24a, b).
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Fig. 25. Fracciones del CCSBc a 24 horas, solas (barras azules) y en combinacién con vincristina 1 nM
a 6 horas (barras amarillas): a) fraccién 4 (F4) y b) fraccién 5 (F5). EIl RPMI representa al control
negativo, el cual lleva solo medio de cultivo. * representa los tratamiento que fueron significativos con
respecto al control negativo con un valor de p < 0.001.

7.3.1 Concentracion inhibitoria media (ICso)

Al realizar el analisis para determinar el ICso se encontré que para Arnica motana la
fraccidn que requiere una concentracion menor en combinacion con vincristina es la 6,
para Tanacetum parthenium no hubo diferencias significativas entre las tres fracciones
y para Buddleja cordata fue la fraccion 4 (Tabla 5). Con todas las fracciones a las
mayores concentraciones probadas se potencié la actividad citotoxica de la vincristina.
Tabla 5. Concentracion requerida de las fracciones a 24 horas, obtenidas de cultivos in vitro, solas o

combinadas con vincristina adicionada a 6 horas previas al conteo celular para inhibir al 50% la viabilidad
celular de la linea RA-1.

Tratamiento ICs0 + DE (pg/mL)
F4-CCSAmM 29.47 + 1.14 acdegik
F4-CCSAm +V 19.62 = 1.01 brhjlo
F5-CCSAmM 32.15 £ 0.60 acegiki
F5-CCSAm +V 21.26 + 0.73 bdehijlo
F6-CCSAmM 28.69 + 1.40 cdegik
F6-CCSAm +V 14.24 + 1.22 bfhjin
F4-CRSTp 30.91 + 0.76 acegikii
F4-CRSTp + V 17.88 + 1.41 bdthjino
F5-CRSTp 26.37 + 1.31 acdegiko
F5-CRSTp + V 16.71 £ 1.26 bdthjino
F8-CRSTp 30.30 + 0.94 acegik
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F8-CRSTp + V

18.45 + 1.99 bdfhjino

F4-CCSBc 60.82 + 4.93 m
F4-CCSBc + V 12.24 + 1.62 thjin

F5-CCSBc 37.19 + 0.93 cgii
F5-CCSBc + V 20.71 + 0.58 bdhijlo
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8 DISCUSION.

Arnica montana L. es una planta con importancia econémica para numerosos paises
debido a su uso medicinal en fitoterapia humana/veterinaria y en homeopatia, como
materia prima para la elaboracion de productos cosméticos y en la fabricacion de
algunos licores europeos, por lo que se trata de una planta considerada amenazada
por su sobreexplotacion (Waizel-Bucay & Cruz-Juarez, 2014). Por lo que, en el
presente trabajo se establecio un cultivo de células en suspension de A. montana a
partir de explantes foliares de plantulas germinadas para la produccién de metabolitos
secundarios de manera sustentable; con las condiciones empleadas se consiguié un
85% de germinacion entre los 4-8 dias de siembra en el medio de cultivo MS libre de
RCV, que fue mayor a lo reportado por Jurkiewicz y colaboradores (2010) que
sembraron semillas en papel filtro humedo, donde la germinacién inicié a los 7 dias
con un 50-70% de germinacion a los 14 dias; en otro reporte realizado por Panciu y
colaboradores (2014) lograron un 47.76% de germinacién de semillas luego de 7-14
dias de siembra, empleando agua destilada estéril adicionada con 5 mg/L del regulador
del crecimiento &cido giberélico, el cual favorece la germinacion. Dichas diferencias
podrian deberse a la viabilidad de las semillas empleadas para dichos trabajos, y a la

diferencia en las condiciones de la germinacion.

Se han realizado algunos estudios para establecer cultivos in vitro de A. montana,
obteniéndose diferentes respuestas morfogenéticas que dependen del genotipo, del
tipo de explante empleado, de los constituyentes del medio de cultivo y de los
reguladores del crecimiento usados (Petrova et al., 2012). Tal es el caso de los trabajos
realizados previamente por otros investigadores, como Malarz y colaboradores (1993),
gue encontraron que el medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa y 0.1 mg/L
de 2,4-D promueve la formacion de callos a partir de explantes foliares y que a mayor
concentracion del regulador se disminuye la velocidad de crecimiento de los callos,
ademas de que presentan necrosis; de igual manera, Schmidt y colaboradores (1998)
obtuvieron callos a partir de hojas usando MS con 30 g/L de sacarosa con los
reguladores del crecimiento AlA a 0.2 mg/L, 2,4-D a 0.1 mg/L y 2 mg/L de Kin; por otro
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lado, Petrova y colaboradores (2008) emplearon cotiledones e hipocétilos de plantulas
con 15 dias después de su germinacién y probaron distintos reguladores del
crecimiento vegetal en medio MS con 30g/L de sacarosa, las mejores respuestas
obtenidas fueron con hipocétilos; las combinaciones que mejor les funcionaron fueron
el 2,4-D a 0.1 mg/L + AlA a 0.2 mg/L con un 80% de induccion de callos friables y 0.1
mg/L de 2,4-D + 0.2 mg/L de AIA + 1 mg/L de Kin con un 93.3% de callos friables, en
ambos casos con una coloracion amarillo pélido; por ultimo, Stefanache y
colaboradores (2012) utilizaron como explantes hojas, raiz e inflorescencias, siendo
las inflorescencias las que presentaron mejor respuesta de induccion en medio solido
y mejor crecimiento y rendimiento en medio liquido, su medio consisti6 de MS
suplementado con 0.5 mg/L de BAP + 1.5 mg/L de 2,4-D. Lo anterior parece indicar
que el regulador 2,4-D es importante en la induccién de callogénesis en A. montana.
Sin embargo, en el presente trabajo el regulador 2,4-D en las dos combinaciones
probadas en sus diferentes concentraciones no presentd respuesta en los explantes
foliares, lo cual podria tener que ver con el fenotipo de las plantas que fueron fuente
de explantes. Cabe destacar, que no se ha reportado el establecimiento de cultivos en
suspension de A. montana. Para el presente trabajo se logré formar callos en el 100%
de los explantes expuestos a medio MS suplementado con 30 g/L de glucosa,
empleando 1 mg/L de Pic + 0.5 mg/L de Kin, dando como resultado un cultivo con
células totalmente disgregables y de rapido crecimiento, caracteristicas ideales para
el establecimiento de un cultivo de células en suspension que podria ser de
importancia cuando se desea llevar a cabo el cultivo en biorreactores. Ademas del
empleo de diferentes RCV y distintas concentraciones para inducir callos, se empled
también una fuente de carbono diferente, lo cual podria haber influido en la formacién
de los callos o la ausencia de respuesta en algunos de los diferentes tratamientos

probados.

En un estudio realizado por Ali y colaboradores (2013), caracterizando el crecimiento
celular de un cultivo en suspension de Artemisia absinthium, especie taxondmicamente

cercana, perteneciente a la familia Asteraceae, misma familia a la que pertenece A.
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montana, determinaron 3 etapas del crecimiento a partir de un inéculo de 1.5 g de
biomasa fresca en matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de medio de cultivo MS al
100% con 30 g/L de sacarosa, una fase de adaptacion que fue de los 0-6 dias, seguida
de una fase exponencial de los 6-21 dias, y por ultimo una fase estacionaria de los 21-
42 dias, con un tiempo de duplicacion de 9 dias y una biomasa maxima de 9.20 g/L al
dia 27. Dichos resultados fueron distintos a los encontrados en este trabajo, donde se
presentaron 3 fases del crecimiento celular, una fase de adaptacién mas breve de los
0-3 dias, una fase exponencial de 3-15 dias y una fase estacionaria de los 15-30 dias,
un tiempo de duplicaciéon mayor de 4.06 dias y una biomasa maxima de 8.9 g/L al dia
15, todo partiendo de un inoculo de 1.5 g en matraces de 125 mL conteniendo 25 mL
de medio de cultivo, dichas diferencias en los resultados se deben en principio a que
son especies vegetales diferentes, seguido de que son reguladores del crecimiento
vegetal distintos, ademas de la cantidad de indculo inicial distinto y de la concentracion
del medio MS que pudo haber influido en el acortamiento de la duracién de la cinética
de crecimiento, asi como de la cantidad de biomasa méxima obtenida, que fue menor

a la reportada en A. absinthium.

Respecto al contenido de metabolitos secundarios totales a través del tiempo, se
encontré que hubo una mayor produccién en los 3 Ultimos tiempos de muestreo de
biomasa que corresponden a la fase de estacionaria, siendo el dia 30 del cultivo donde
se alcanz6 una concentracibn mas elevada, que coincide con la mayor actividad
antioxidante, propiedad que se le confiere a los compuestos fenadlicos. Dicho contenido
de metabolitos secundarios podria deberse al estrés abiotico en las células debido a
la falta de nutrientes en el medio de cultivo, principalmente la fuente de carbono con la

gue se inicié en 30 g/L y que para el dia 30 fue de 1.8 g/L.

Existen diferencias significativas en el contenido de metabolitos secundarios debido a
factores intrinsecos de las plantas, segun el 6rgano empleado para la extraccion, el
origen del material vegetal, la edad de la planta, su nutricion, y factores externos como
el método de extraccion y el disolvente empleado, entre otros (Douglas et al., 2004;
Spitaler et al., 2006; Aiello et al., 2012; Banu & Cathrine, 2015; Alonso-Carillo et al.,
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2017). Sin embargo, existen pocos reportes de cultivos in vitro de células u 6rganos
de A. montanay de su contenido fitoquimico, los reportes hasta ahora se han enfocado
principalmente en la micropropagacion in vitro y en el establecimiento de raices
transformadas (Petrova et al., 2012). En un reporte realizado por Craciunescu y
colaboradores (2012), empleando un extracto hidroalcohdlico de flores de A. montana
determinaron un contenido de CFT de 97.16 mg/g, un contenido de FvT de 38.62 mg/g
y un ICso de 0.63 mg/mL para la AA. Por otro lado Nikolova y colaboradores (2013)
realizaron un estudio del contenido de CFT, FvT y AA de varias fuentes de material
vegetal, teniendo como resultados una produccion de 23.65 mg/g de CFT, 1.48 mg/g
de FvT y una AA con un valor de ICso mayor a 200 pg/mL a partir de hojas de plantulas
cultivadas in vitro sin enraizar y una produccion de 24.78 mg/g de CFT, 1.49 mg/g de
FvT y una AA con un valor de ICso mayor a 200 ug/g a partir de hojas de plantulas
cultivadas in vitro enraizadas; asi como una produccion de 38.13 mg/g de CFT, 4.20
mg/g de FvT y un ICso de 64.01 pg/g a partir de hojas de plantas crecidas en
invernadero y una produccion de 36.41 mg/g de CFT, 9.21 mg/g de FvT y un ICso de
85.73 pg/g a partir de flores de plantas crecidas en invernadero; ademéas de una
produccion de 57.8 mg/g de CFT, 4.54 mg/g de FvT y un ICso de 33.79 pg/g a partir de
hojas de plantas crecidas a campo abierto y una produccién de 51.25 mg/g de CFT,
9.5 mg/g de FvT y un ICso de 60.22 ug/g a partir de flores de plantas crecidas a campo
abierto. Para el caso de las LS en el trabajo de Jurkiewics y colaboradores (2010)
determinaron un contenido de 7 LS en total por medio de HPLC, en raices y brotes,
extraidas por ultrasonido usando cloruro de metilo, obteniendo 0.0051 y 0.6708 mg/g
respectivamente, a partir de plantas crecidas en invernadero durante 6 meses y

fertilizadas con nitrégeno, fésforo y potasio (5:4:1) (Jurkiewicz et al., 2010).

Existe una importante necesidad de estandarizar tanto cualitativamente como
cuantitativamente el contenido de metabolitos secundarios de los extractos o
fracciones del material vegetal medicinal, a través de diferentes parametros analiticos
para asegurar su control de calidad y reproducibilidad, ya que ellos definen la accion

fisiologica a tener en el cuerpo humano en investigaciones o en productos
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farmacéuticos (Edeoga et al., 2005; Mohan et al., 2010; Wu et al., 2013). En este
sentido, se analizaron inicialmente de manera cualitativa las fracciones obtenidas de
las 3 especies vegetales, para conocer cuéles contenian metabolitos secundarios del
tipo fendlico y LS, mismas que son de interés farmacoldgico contra el cancer, de
manera que se logro discernir entre qué fracciones se realizaria un analisis cuantitativo
posterior y seleccion para su empleo en los bioensayos de la actividad biolégica. El
andlisis cualitativo, es una estrategia de bajo costo y facil de realizar, que se basa
principalmente en reacciones coloridas. Los metabolitos presentes en los extractos y/o
fracciones dependen principalmente de su polaridad y de la polaridad del disolvente
empleado (Kasolo et al., 2010; Mir et al., 2013). De tal manera que al usar disolventes
con diferente polaridad se logré separar y concentrar los metabolitos secundarios en
las fracciones, mismas que fueron analizadas, dando como resultado diferencias entre
las concentraciones de los grupos de metabolitos en las fracciones. La mayor actividad
antioxidante se presentd en las fracciones de B. cordata, a pesar de contener las
menores cantidades de CFT, FvT y GFPT, metabolitos a los que se les atribuye dicha
actividad, lo cual podria deberse a la presencia del VB y linarina que tienen gran
actividad antioxidante y que se han reportado estar presente en especies del género
Buddleja (D'Imperio et al., 2014, Goncalves et al., 2015).

Al realizar los barridos de los espectros de absorcion de las fracciones, se pudo
observar que la absorcion de la longitud de onda ocurre de los 200-360 nm, en dicho
rango se encuentran los CF (Dearden & Forbes, 1959), que corresponde con la
informacion obtenida de la cuantificacion de CFT, FvT y GFPT. Para el caso de
pigmentos como la clorofila o carotenoides sali®6 negativo el barrido
espectrofotométrico, ya que para la clorofila se identifica entre los 400-500 nm vy los
600-700 nm, y para los carotenoides entre los 400-500 nm (Talamond et al., 2015), de
manera que los cultivos in vitro de las 3 especies se podrian tratar de cultivos que han
perdido la actividad fotosintética debido a que no existe especializacion tisular, mas
que en el caso del cultivo de raices en suspension, que no es un érgano propiamente

fotosintético. Para el caso de los terpenos la longitud de absorcion se da entre los 220-
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320 nm (O’connor & Goldblatt, 1954), de manera que en el caso de las fracciones de
linea celular de A. montana existe un pico de absorcion a la longitud de onda de 223
nm que podria corresponder a la helenalina (Adams & Herz, 1949), para T. parthenium
a la longitud de onda aparece un pico a 214 nm que podria corresponder a la
partendlida (Govindachari et al., 1965), y para las fracciones de B. cordata hay
absorbancia a 291 nm que corresponderia con el verbascésido (Avila et al., 2014). Sin
embargo, haria falta un analisis fitoquimico mas preciso para conocer los metabolitos

especificos presentes en cada fraccion.

La vincristina en combinacion con otros farmacos forma parte de la primera linea para
el tratamiento del linfoma, sin embargo presenta varios efectos secundarios graves,
como polineuropatia axonal dependiente de la dosis, asi como estrefiimiento, nauseas,
fiebre, fatiga, diarrea, entumecimiento y hormigueo en pies y manos, anemia,
disminucién del apetito, insomnio, entre otros (Moore et al., 2001; Fawcett et al., 2004.,
Ocean & Vahdat, 2004; Weisfeld-Adams et al., 2007., Silvestre-Donat & Puente, 2008;
Allevato, 2008). Por lo que es importante encontrar nuevos agentes quimioterapéuticos
o combinaciones con mejor potencia farmacologica, disminuir las dosis sin
comprometer la efectividad, disminuir o eliminar los efectos adversos y minimizar o
retrasar la resistencia a los farmacos (Kapadia et al., 2013). En este sentido se
determind la actividad citotdxica de las fracciones a diferentes concentraciones y su
combinacion con vincristina a una dosis baja. Se encontr6é que la actividad en todos
los casos fue dependiente de la concentracion, siendo las concentraciones mas altas
de las fracciones las que tuvieron una mejor actividad citotoxica. Al realizar la
exposicion de la linea celular a las 8 diferentes fracciones, seguidas de una dosis baja
de vincristina se presentd una mayor actividad citotoxica reflejada en el ICso que va de
12.24-21.26 pg/mL en comparacion con la exposicion a las fracciones que va de 26.37-
60.82 pug/mL o la vincristina 1 nM, lo que nos indica que hubo una efecto potenciado o
de la vincristina, ya que las fracciones funcionaron como agentes citotdxicos y
posiblemente también como quimiosensibilizantes, debido a que en ellas existe una

mezcla de diferentes metabolitos secundarios que podrian estar incidiendo en
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diferentes vias de sefializacion propias de la linea celular de linfoma en una manera

sinérgica o aditiva.
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9 CONCLUSIONES

Se encontrd que la combinacién de RCV Pic a 1 mg/L con Kin a 0.5 mg/L inducen el
100% de callogénesis directa en medio semisélido, dando como resultado un callo
friable y de rapido crecimiento en medio liquido a partir de explantes foliares de A.

montana.

Se determin6 por medio de la cinética de crecimiento que el CCSAm es una linea
celular estable, y que bajo las condiciones de cultivo se logré obtener una biomasa
maxima de 8.9 g/L al dia 15 y un mayor contenido de metabolitos secundarios tipo

fendlico y terpénico al dia 30.

Se logro obtener un total de 13 fracciones de los extractos metandlicos para cada
especie vegetal, de las cuales solo fueron caracterizadas fitoquimicamente 3 para el
CCSAm y para el CRSTp, y 2 para el CCSBc, mostrando diferencias en el contenido
de LS, CFT, FvT y GFPT entre las fracciones de cada cultivo en suspension, asi como
en la AA.

Las fracciones evaluadas presentaron actividad citotoxica en la linea celular de linfoma
(ramos), ya que disminuyeron la viabilidad celular, principalmente a las mayores
concentraciones empleadas que fueron de 20, 30 y 40 ug/mL, y su combinacién con
vincristna 1 nM mejora dicha actividad, mostrando un posible efecto
guimiosensibilizador que podria deberse a la presencia de moléculas fendlicas y

terpénicas que han sido ya reportadas como potenciales agentes citotdxicos.
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10 PERSPECTIVAS

Identificar los metabolitos secundarios presentes en las fracciones por HPLC-MS y

cuantificar los mayoritarios por HPLC para tener fracciones estandarizadas

Realizar ensayos de elicitacion en los cultivos en suspension para potenciar la sintesis

de metabolitos secundarios.

Determinar la actividad citotoxica en el mayor numero de lineas celulares posibles para
posteriormente realizar ensayos con modelos animales en los tipos de cancer con

dicha actividad.

Determinar los mecanismos de acciéon de las fracciones en las lineas celulares donde

presentes actividad citotdxica.
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vitro DE Tanacetum parthenium

A, Nieto-Trujillo!, L. Buendia-Gonzilez?, C. Garcia-Morales?,
A. Romin-Guerrero', . Cruz-Sosa'*, M.E. Estrada-Zihiga®
'Depanmen.ra de Biovecnologia, Universidod Auwidgnoma Metropolitang-Tziapalapa. Av San Rafael Atlivee N© 186, Col
Vicenting C.F 09340, México DLE
XFacultad de Ciencias, Universidad Auténoma del Estado de Méxica, Campus El Cerrillo, Piedras Blancas Carretera
Toluca-Txtlahnaca Km. 155, C_P. 50200, Tolwca, Estade de M &xice, Mexico.
3Centro del mvestigacion en Recursox Bigticos-Facultad de Ciencias, Universidad Awénoma del Extado de México, Carretera
Toluca-Ixtlahuaca Km 145, San Cayetano C. P 50295, Toluca, Estado de México, México
Receved December 28, 2016; Accepied February 28, 2007

Abstract

Taracemm partheninm has gained anention for drog deve lopment due to its production of bioactive secondary metabolies,
such as phenolic compounds (PHEC) and parthenolide (PTN). This work investigated the differences in the production
of those compounds among in vite coltures (organs from plantlets and moots cultures) of T, parmheninm. Results showed
that the in virro cultures produced PHEC and PTM, which depended on the tvpe of culture and the incubation time. The
coniznt of secondary metabolites was higher in shoots of plantlets (5-iwPL), followed by root cultures (R-rvC) and roots of
plantlets (R-ivPL}). The PHEC and PTN production was enhanced in plantlets by applying a combination of plant growth
megulators (PGRs o-naphtalenacetic acid [NAA] at 0L27 pM with kinetin [KIN] at 2.32 gM). The highest content of
secondary metabolites (62.54 mg gallic acid equivalents g~1; 4261 and 4973 mg chlorogenic acid g~ '; 0.858 and 1.013
mg caffeic acid g '; 1.931 mg salicylic acid g~'; 0.071 mg PTN g~!) was found in the PGRs-treated S-ivPL samples.
Also, morphogenesis and growth of plantlets was enhanced by these PGRs.

Keywords: Tanacerum partfenium, parthenolide, phenolic compounds, i virre cultures, bicactive secondary metabotiles

Resumen

Tamacetum partheniam ha ganado la atencion para el desarrollo de farmacos por su capacidad para producir metabolitos
secundarios bioactivos, taks como compuestos fendlicos (CFEN) v parienclida (FTN) El presente trabajo investigt las
diferencias en la produccion de dichos metabolitos entre cultives in witre (Grganos de plantulas ¥y cultivos de raices) de
T parthenium. Los resultados mostraron gque los cultivos in virre produgeron CFEN v PTN, la cual dependic del tipo de
cultive ¥ del tempo de incubacion. El conienido de los metabolitos secundanos fue mayor en brotes de plantulas (B-ivPL),
seguide de cultivos de maices (R-ivC) v rajces de plantulas (B-ivPL). La produccion de CFEN ¥ PTN fue pokcnciada en
las plintulas al aplicar una combinacion de reguladores de crecimiento vegetal (RCVs: dcido o-naftalenacético 0.27 uM
¥ cimetina 2.32 pM. Los mejores conenidos de metabolitos secundarios (62,54 mg equivalentes de dcido gilico g‘j de
fenoles totales; 4.261 ¥ 4.973 mg dcido clorogénico 5_1: 0.858 ¥ 1.015 mg acido cafeico 3'1: 1.931 mg acido salicilico
g~ ' 0.071 mg PTN g_]] fueron encontrados en B-ivPL tratados con RCVs, También, la morfopénesis v el crecimiento de
las plantulas fuercn potenciadas con los ROV s,

Falabras clave: Tanacetum partheminm, compuestos fendlicos, parenolida, cultivos in virro, metabolitos secundarios
bioactivos,
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