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RESUMEN

Erigeron canadensis es una especie vegetal de la cual no se han explorado a profundidad
los compuestos quimicos que es capaz de producir, dado que es una especie que ha sido
catalogada como invasora en Europa y Asia, situacion que ha llevado a investigar sus formas de
control mas que sus propiedades medicinales, entre las cuales se encuentran reportados sus
efectos antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos, entre otras. Por otra
parte, en México es una especie nativa que no ha sido investigada por sus efectos medicinales,
a pesar de ser empleada en el tratamiento tradicional de fiebre y problemas estomacales.

El presente trabajo tuvo como objetivo establecer cultivos in vitro de callo de la especie para
estandarizar la produccion de los compuestos encontrados en la planta silvestre y determinar la
actividad bioldgica de los extractos organicos de polaridad creciente de hojas y tallos de la planta
silvestre mexicana. Para ello, el material vegetal se colectd en el Estado de Morelos, se realizo
la identificacion taxondmica, y posteriormente se establecio el cultivo in vitro de callos para la
extraccion de compuestos bioactivos. Los extractos obtenidos de la planta silvestre fueron
analizados por CCF (cromatografia en capa fina), GC-MS (cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas) y HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucion), mientras que
los extractos de los cultivos de callo se analizaron por CCF. Ademas, se realiz6 la evaluacion
del potencial antioxidante, antibacteriano y antiflngico in vitro de los extractos de la planta
silvestre, asi como la evaluacion del efecto cicatrizante en un modelo in vivo, no realizada
anteriormente.

El medio de cultivo MS solido permitio la germinacion de un 67-100% de las semillas

desinfectadas con etanol 70% y NaClO 0.1%, para la induccién de callo se tomaron explantes



de hoja, internodo y raiz de las plantulas obtenidas, dichos explantes se inocularon en medio
MS solido con los RCV (PIC, KIN, BAP), mediante la aplicacion de un disefio experimental de
18 tratamientos, destacando el explante de internodo y los tratamientos T5 (0.1 mg/L PIC + 1.0
mg/L BAP)y T6 (0.1 mg/L PIC + 2.0 mg/L BAP) que indujeron callo friable capaz de sobrevivir
los subcultivos consecutivos en un 96.75% y 87.5%, respetivamente. Los tratamientos TS5y T6
fueron sometidos a cambios en su composicion de la fuente de carbono (sacarosa 3 'y 5% p/vy
glucosa 3% p/v) y porcentaje de sales basales del medio MS (100, 75, 50 y 25% p/v) con la
finalidad de mejorar la friabilidad del callo y reducir su oxidacién, observandose mayor
produccion de biomasa a los 21 dias de cultivo cuando el medio MS se encuentra al 100% de su
concentracion en las fuentes de carbono empleadas (sacarosa al 3y 5 %, glucosa al 3%) y mayor
consistencia friable en los tratamientos con sacarosa y glucosa al 3%.

Paralelamente, se explord la fitoquimica de la planta silvestre, se obtuvieron extractos
seriados en polaridad creciente (n-hexano, acetato de etilo y metanol) de las hojas y los tallos,
lo que permitié comparar la produccién de compuestos por 6rgano de la planta (CCF y HPLC)
e identificar los compuestos menos polares y su abundancia relativa (GC-MS), entre los que se
encuentran el fitol, cubebeno, farneseno, diferentes acidos grasos y la 8-metilcumarina, que no
ha sido reportada con anterioridad para la especie. Estos compuestos podrian estar presentes
también en las lineas de callo debido a que los perfiles por CCF de la planta silvestre y lineas
de callo exhiben compuestos mayoritarios similares.

En cuanto a la actividad bioldgica de los extractos organicos de la planta silvestre, destaca
el extracto de tallo de polaridad media a 1000ppm que muestra efecto antioxidante mediante la
prueba de DPPH. Mientras que el extracto de hoja de polaridad media presenta la CMI mas baja,

de 62.5 pug/mL contra Streptococcus pyogenes, el extracto de tallo de polaridad baja fue el Gnico



que inhibié Pseudomonas aeruginosa y el de polaridad media inhibi6é Staphylococcus aureus
(incluida una cepa resistente) con un CIM de 500 pg/mL y de 125 pg/mL, respectivamente, los
extractos de hoja de polaridad baja y media tuvieron actividad antifungica (Candida albicans),
particularmente el extracto de polaridad baja a 100 mg/mL muestra el halo de mayor tamafio
(20.02mm) y similar al del control positivo (Fluconazol). No se demostro la actividad
cicatrizante de los extractos de tallo de polaridad alta y de hoja de polaridad media.
Finalmente, se concluye que E. canadensis posee propiedades medicinales que requieren ser
investigadas a mayor profundidad y continuar la investigacion fitoquimica para determinar los
compuestos responsables de las actividades bioldgicas observadas, asi como la investigacion
biotecnoldgica para mantener la produccidn estable de compuestos de interés e investigacion de
compuestos producidos in vitro, ademas de evaluar la actividad biologica de los extractos de
callo, ya que su composicion quimica podria ser distinta a la de la planta silvestre y por tanto

variar en su actividad bioldgica.



ABSTRACT

Erigeron canadensis is a plant species whose chemical compounds have not been
investigated in depth since it is considered an invasive species in Europe and Asia, situation that
has already led to research into its growth control rather than its medicinal effects, among which
its antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic and other effects were reported.
Besides, in Mexico it is a native species that has not been investigated for its medicinal effects,
despite being used in traditional medicine to treat fever and stomach illnesses.

The objective of this study was establishing in vitro callus cultures of this species to
standardize the production of compounds founded in the wild plant and determine the biological
activity of the organic extracts of growing polarity from leaves and stems of Mexican wild plant.
For this purpose, the plant material was collected in Morelos State, it has been used in the
taxonomic identification, and subsequently the establishment of in vitro callus cultures for the
extraction of bioactive compounds. The extracts obtained from the wild plant were analyzed by
CCEF (thin layer chromatography), GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) and HPLC
high performance liquid chromatography), while the extracts from callus were analyzed by
TLC. In addition, the evaluation of the antioxidant, antibacterial and antifungal potential in vitro
of the wild plant was carried out, as well as the evaluation of wound healing effect in an in vivo
model, not previously carried out.

The solid MS medium allowed the germination of 67-100% of seeds disinfected with 70%
ethanol and 0.1% NaClO, for callus induction, leaf, internode and root explants were taken from
seedlings obtained. These explants were inoculated in MS solid media with plant growth

regulators (PIC, KIN, BAP), through an experimental design of 18 treatments, highlighting the



internode explant and the treatments T5 (0.1 mg/L PIC + 2.0 mg/L BAP) and T6 (0.1 mg/L PIC
+ 2.0 mg/L BAP) for its ability to induce callus capable of survive consecutive subcultures in
96.75% and 93.33%, respectively. The treatments T5 and T6 were subjected to changes in their
carbon source (sucrose and glucose) and MS salt concentrations (100, 75, 50 and 25%) to
improve its friability and reduce oxidation, greater biomass production was observed after 21
days of culture when MS medium is at 100% of its salts in every carbon source (sucrose 3 and
5%, glucose 3%), also the friability were higher in treatments with sucrose and glucose at 3%.

In parallel, the phytochemistry of the wild plant were explored, serial extracts of increasing
polarity (n-hexane, ethyl acetate and methanol) were obtained from leaves and stems, which
allowed us to compare the production of organic compounds by TLC and HPLC and identified
the least polar compounds and their relative abundance by GC-MS, among which are phytol,
cubebene, farnesene, different fatty acids and 8-methylcoumarin, which has not been previously
reported for the species. These compounds could also be present in the callus cultures because
the TLC profiles of the wild plant and callus exhibit similar mainly compounds.

Regarding the biological activity of the organic extracts of the wild plant, the medium
polarity stem extract at 1000 ppm has antioxidant effect through DPPH. While the medium
polarity leaf extract has the lowest MIC of 62.5 pg/mL against Streptococcus pyogenes, the low
polarity stem extract was the only one that inhibit the growth of Pseudomonas aeruginosa and
the medium polarity stem extract inhibits Staphylococcus aureus with MICs of 500 and 125
png/mL, respectively, the low and medium polarity leaf extracts had antifungal activity against
Candida albicans, particularly the low polarity extract at 100 mg/mL showed an inhibition halo
of 20.02 mm, similar to positive control (Fluconazole). The wound healing effect were not

demonstrated to high polarity steam extract and medium polarity leaf extract.



Finally, it is concluded that E. candensis has medicinal properties that require further
investigations and continued the phytochemical research to determine the compounds
responsible for the observed biological effects, as well the biotechnological research to maintain
the stable production of bioactive compounds and investigate the compounds produced in vitro,
as well as evaluate the biological activity of callus extracts, because its chemical composition

could be different to the wild plant, so the biological activity could be different too.
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1. INTRODUCCION

Las especies vegetales han sido utilizadas desde los inicios de la civilizacion como alimento,
fuente de fibras textiles y medicina (1,2), también como venenos o alucinégenos, que hoy en dia
son aprovechado en la industria farmacoldgica (3).

Las plantas consideradas medicinales son aquellas especies que poseen compuestos que
pueden ejercer diversas actividades bioldgicas, las cuales impactan de manera benéfica sobre la
salud humana, por lo que son apreciados en la medicina tradicional y moderna, asi como en la
industria cosmética y nutracéutica, ademas de ser ampliamente utilizadas por la poblacién debido
a su accesibilidad y eficacia a precios mas bajos que medicamentos sintéticos (4).

Para el estudio cientifico de estos usos empiricos han surgido disciplinas como la Fitomedicina
que estudia las especies vegetales y sus extractos en la medicina alternativa o complementaria (3),
la Fitoterapia que evalua la eficiencia y los efectos de los productos obtenidos de las plantas y sus
propiedades curativas, sin embargo, es la Fitofarmacologia la disciplina que se encarga de
demostrar cientificamente los efectos de los extractos vegetales estandarizados (5) y la
Etnofarmacologia que documenta la herencia cultural del conocimiento empirico de las
preparaciones tradicionales (remedios herbolarios 0 mezclas galénicas) (6).

Las propiedades curativas de las plantas se han atribuido a los metabolitos secundarios que
producen (1), ya que pueden ejercer efectos farmacologicos y/o toxicoldgicos en tejidos vivos, es
decir, son compuestos bioactivos (7,8).

Es importante diferenciar que los metabolitos primarios cumplen funciones elementales en el
desarrollo y crecimiento de la planta (1,9), mientras que los secundarios poseen funciones de
defensa y adaptacion al entorno, por lo que son aprovechados por su potencial terapéutico (2), a

pesar de que estos son producidos en menor cantidad que los primarios, algunos son particulares



de ciertos grupos vegetales por lo que son importantes herramientas quimio-taxonémicas y de
otros sus funciones son aun desconocidas (1,9,10).

Por otro lado, alrededor del 25% de los principios activos empleados en medicamentos
alopaticos han sido sintetizados total o parcialmente de plantas con potencial medicinal, lo que ha
incrementado los esfuerzos cientificos para conocer los efectos farmacoldgicos y toxicos de las
especies vegetales, encontrar alternativas mas econémicas de produccion y compuestos efectivos
contra microorganismos resistentes a las terapias alelopaticas (11,12).

Sin embargo, la fitomedicina aun debe superar limitantes en cuanto la produccion de los
extractos herbales, con base en su caracterizacion quimica, conservacion de la diversidad bioldgica
y biocultural, documentacion sobre efectos terapéuticos o toxicos de los extractos puros o en
combinacion, cambios en los fitoquimicos, interaccion con otros farmacos, estandarizacion de la

produccidn y ajuste de dosis (5,13).



2. MARCO TEORICO

2.1. Plantas medicinales en México

En nuestro pais, Martin de la Cruz escribio el Herbario azteca en el siglo XVI, después
conocido como el Codice de la Cruz-Badiano, el cual contiene la descripcion de usos terapéuticos
y psicoactivos de 251 plantas mexicanas (6,10,14). Por otra parte, en el codice Florentino se
encuentran reportadas especies vegetales para tratar infecciones ocasionadas por bacterias y
paréasitos intestinales (10,14). Actualmente se encuentran 3103 registros de especies medicinales
utilizadas en nuestro pais en el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana (15), sin
embargo, el conocimiento sobre composicion quimica, toxicidad y efectividad de dosis es aln
limitado (16).

Se calcula que las plantas medicinales de México representan el 15% (alrededor de 4 mil
especies) del total de la flora mexicana, de éstas, tan solo el 5% cuenta con analisis farmacoldgicos
y 250 especies son comercializadas de forma cotidiana, sin embargo, el 85% de estas son extraidas
del medio natural sin planes de manejo y del 80-90% de la poblacion mexicana hace uso de ellas
7).

Por otra parte, la regulacién para el uso de productos a base de plantas medicinales en México
esta a cargo de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS),
ante la cual es necesario probar que el producto es seguro y eficaz (medicamentos herbolarios), sin
embargo, la evidencia cientifica detras de sus efectos o formula pocas veces es reportada (11), a
pesar de que se cuenta con normas para la fabricacion (NOM-164-SSA1-2015, NOM-059-SSA1-
2015, NOM-248-SSA1-2011), etiquetado (NOM-072-SSA1-2012), asi como métodos de analisis
y especificaciones de plantas y sus derivados para ser utilizados como medicamentos y remedios

herbolarios en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) (15).



Respecto a los Medicamentos Herbolarios (MH), estos son productos elaborados con material
vegetal o sus derivados, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente
(18). Algunos ejemplos de especies que forman parte de las principales formulaciones de los MH
son: ajo (Allium sativum), gayuba (Arctostaphylos uva ursi), caléndula (Callendula officinalis),
equinacea (Echinacea purpurea), ginkgo (Ginkgo biloba), pasionaria (Passiflora incarnata) y uva
(Vitis vinifera) (15).

Por otro lado, los Remedios Herbolarios (RH) son preparaciones de partes o derivados de
plantas, que se les atribuyen propiedades medicinales por conocimiento tradicional (19). Entre las
especies mas reportadas en la herbolaria se encuentran: toronjil (Agastache mexicana), bugambilia
(Bougainvillea glabra), equiseto (Equisetum myriochaetum), gordolobo (Gnaphalium oxypyllum),
sauco (Sambucus mexicana), nopal (Opuntia ficus indica) y valeriana (Valeriana mexicana) (15).

Sin embargo, existen otras especies utilizadas en el pais dentro de la medicina herbolaria como
tratamiento alternativo, como son el arnica (Heteroteca inuloides y Arnica montana) usada como
antiinflamatorio, antimicrobiano y para tratar dolores reumaticos; otro ejemplo, la manzanilla
(Matricaria chamomilla y Chamaemelum nobile) empleada en el tratamiento de problemas
gastrointestinales e inflamacion; el estafiate (Artemisia ludoviciana) como remedio para
problemas estomacales; la hierba del cancer (Cuphea aequipetala) usada en el tratamiento de
tumores; la cola de caballo (Equisetum hyemale) para tratar males renales y de estomago; el

gordolobo (Gnaphalium oxyphyllum) como tratamiento contra el asma y bronquitis (20,21).

2.2. Compuestos bioactivos

Como ya se mencion6 anteriormente, las plantas son capaces de producir una gran diversidad
de compuestos que no cumplen roles fundamentales en el ciclo de vida de la planta, pero si

participan en la adaptacion y defensa ante factores bioticos y abidticos, ademas, brindan



caracteristicas propias como olor, sabor, color y consistencia, estos compuestos son llamados
metabolitos secundarios y son apreciados en la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética y
agroquimica (4,12,22).

Su produccion esta regulada mediante reguladores del crecimiento vegetal (RCV), lo que
permite a la planta tener respuestas de defensa como la acumulacion de otros compuestos en ciertos
tejidos, activacion de rutas metabdlicas, reduccidn del crecimiento, regulacién de la apertura de
estomas y floracion (23), a su vez, la produccion de estos compuestos se ve afectada por las
condiciones ambientales y estacionales (temperatura, radiacion UV, humedad, quimicos,
relaciones con hongos, insectos y otros herbivoros, competencia con otras especies vegetales)
(4,8), lo que resulta en un bajo rendimiento, frecuentemente menor al 1%; con la finalidad de
incrementar el rendimiento se utilizan técnicas biotecnoldgicas para el cultivo de tejidos vegetales
y extraccion de compuestos, lo que permite la conservacion de especies (12,22,24) y suplir la
creciente demanda de medicamentos derivados de plantas, cuyo mercado fue valuado en 32,808.94

millones USD en 2023 y se espera aumente a 45,401.52 millones USD para 2030 (25).

2.2.1. Clasificacion de compuestos bioactivos

Estos compuestos pueden clasificarse considerando las clases quimicas y rutas de sintesis,
teniendo 3 grupos principales: terpenos y terpenoides producidos por las rutas del acido
mevalonico (MVA) y del metileritrol fosfato (MEP), alcaloides producidos por la ruta del acido
shikimico, y compuestos fendlicos producidos por la via MVA y del acido shikimico (2); en la
actualidad, se han aislado e identificado las estructuras de aproximadamente 25,000 terpenoides,
12,000 compuestos sulfurosos y alcaloides y 8,000 fenoles y polifenoles (1).

Entre los compuestos bioactivos que se pueden encontrar en las plantas estan los terpenos y

terpenoides (compuestos mas abundantes), fenilpropanoides (de los que se componen los fenoles



o0 compuestos fenolicos como son los acidos fendlicos, estilbenoides, cumarinas, taninos y
flavonoides), alcaloides, glicosidos (provienen de otras rutas metabolicas, pero se les adicionan

azucares en algun paso de la sintesis), saponinas y quinonas (Figura 1) (1,7,26,27).
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Figura 1. Ejemplos de compuestos bioactivos.

1) Terpeno (limoneno), 2) Fenilpropanoide (eugenol), 3) Acidos fenélicos (4cidos hidroxibenzoicos:
salicilico), 4) Acidos fen6licos (&cidos hidrixicinamicos: cafeico), 5) Estilbenoides (resveratrol), 6)
Cumarinas (umbeliferona), 7) Taninos (galotanino), 8) Flavonoide (quercetina), 9) Alcaloide (cafeina),
10) Glucosido (amigdalina), 11) Saponina (dioscina) y 12) Quinona (flaviolina).

Autoria propia con ejemplos mencionados en la literatura (1,2,13).

Las actividades bioldgicas de los compuestos mencionados son variadas, incluso dentro de
cada grupo, y su consumo debe ser regulado puesto que pueden ser toxicos al alcanzar ciertas
concentraciones en el organismo que les permitan llegar a ciertos érganos. Entre sus actividades

bioldgicas comprobadas mediante experimentacidn se encuentran:



Terpenos y terpenoides: antimicrobianos, antifungicos, antivirales, antiinflamatorios,
antioxidantes,  antiparasitarios,  anticancerigenos,  analgésicos,  relajantes,
antirreumaticos y moduladores de la respuesta inmune (2,13,28).

Fenoles y compuestos fendlicos: antioxidantes, antiulcerosos, antidiabéticos,
cardioprotectores, anticancerigenos, antialérgicos, antifingicos, antiinflamatorios,
neuroprotectores, hepatoprotectores, antimicrobianas, antiaterosclerdtico,
vasodilatadores (1,13,29).

Alcaloides:  tdxicos, efectos  diuréticos, analgésicos, antimicrobianos,
anticancerigenos, antihipertensivos, colinomimeticos, vasoconstrictores,
antiasmaticos y antipaludismo, asi como narcéticos y estimulantes (2,13,26,30).
Glucosidos: pueden ser toxicos cuando se hidrolizan, pero son antimicotico,
antiinflamatorio, antibacteriano, antioxidante, antidiabético, antiviral, diurético,
cardioprotector, hepatoprotector, antitumoral y citotoxico (2,13,26,31).

Saponinas: antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, antimicrobiana, antiviral y
antifangico, algunas veces toxicos (1-3,32).

Quinonas:  antimicrobianos,  anticancerigenos,  antifingicos,  antitusivos,

antidepresivos y antiparasitario (13,33,34).

2.2.2. Actividad antioxidante de compuestos

Los compuestos fendlicos y terpenoides son los principales antioxidantes, ya que, estando

presentes en bajas concentraciones, retardan o inhiben la oxidacion de un sustrato y combaten los

radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ERO) involucrados en el desarrollo y

mantenimiento cronico de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y cancer, ya que el

estres oxidativo establecido en estas fisioplatologias induce dafios celulares por oxidacion de



biomoléculas, un mal funcionamiento de las mitocondrias y alteracion en la reparacion de dafios
al ADN, reduciendo el cuadro de la enfermedad con prondstico desfavorable con el tiempo
(7,13,35).

Los compuestos fendlicos reaccionan con radicales libres inhibiéndolos e impidiendo la
lipoperoxidacion, principalmente de lipoproteinas de baja densidad o LDL, pero también los
fosfolipidos de las membranas, y reducen la formacion de hidroperoxidos protegiendo a las células,
factores de transcripcion y enzimas, del proceso de oxidacion. Algunos ejemplos de estos
compuestos son los &cidos rosmarinico, ferulico, cafeico, clorogenico, vanilico, p-hidroxibenzoico
Y p-Ccumarico, que se encuentran en aceites esenciales de romero, olivo, tomillo, salvia, té verde y
almendras (36,37). Los terpenos y triterpenos también ralentizan la oxidacion de lipidos, algunos
ejemplos son el terpineno y terpinoleno, asi como &cido carnosico, carnosol, carvacrol y timol
(37).

Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides poseen propiedades antioxidantes
dependiendo del nimero y posicion de los grupos hidroxilo, siendo la fraccion de catecol (anillo
B con grupos hidroxilo en las posiciones 3’ y 4”) una de las mas importantes, Sin embargo, a pesar
de que la fraccién de azlcar aumenta la solubilidad de los flavonoides y por ende su disponibilidad
para ser asimilado por el organismo, también bloquea los grupos fendlicos, evitando que la
fraccion aglicona sea atacada por radicales libres que la oxiden, lo que reduce su capacidad
antioxidante (38). Los flavonoides también son excelentes ligandos para disefiar complejos
metalicos que aumentan su solubilidad y disponibilidad biolégica, ademas modifican la actividad
antioxidante de la aglicona, logrando algunas veces aumentar su actividad, como se observo con

la Cr(l111)-Quercetina aumenta el porcentaje de inhibicion del radical DPPH (35,39).



Otros compuestos fenolicos importantes son los taninos, los cuales son capaces de formar
complejos con proteinas mediante puentes de hidrdgeno, interacciones hidrofébicas o idnicas y
enlaces covalentes, estos complejos interactian con las ERO para proteger las membranas de la
lipoperoxidacion y el ADN; el complejo también puede formarse con enzimas, dependiendo de la
afinidad de cada una, y puede tanto mejorar como reducir la actividad de la enzima, asi como
formar enlaces con otros compuestos nitrogenados (aminoacidos, bases nitrogenadas, poliaminas),
lo que podria tener efecto en la actividad celular (40,41).

Los alcaloides también han sido estudiados por su actividad antioxidante para evitar problemas
neurodegenerativos, siendo capaces de reducir la concentracion de ROS (cafeina, galantamina,
morfina, nicotina, palmatina, piperina), proteger a lipidos y proteinas de la oxidacion (annotinina,
galantamina), asi como al ADN (lobelina), inhibir la desmielinizacién evitando el estrés oxidativo
en las dendritas (arecolina), modular la actividad de enzimas protectoras como la superdxido
dismutasa (berberina, capsaicina, evodiamina) o la catalasa (lycopodina, mahanimbina,
noscapina), mediar la apoptosis (isorincofilina, rincofilina, vinpocetina) y prevenir la
despolarizacion de la membrana celular mediando el flujo de iones (hantenina) (42).

Para medir el potencial antioxidante in vitro de compuestos, se ha recurrido a ensayos quimicos
por colorimetria, basandose en la formacién de radicales estables (ABTS: 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico, DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo), la reduccion de iones
metélicos (hierro en FRAP, cobre en CUPRAC, Folin-Ciocalteu o FC) o utilizando métodos
competitivos (ORAC: capacidad de absorcion de radicales oxigeno, TRAP: capacidad

antioxidante total) (43).



2.2.3. Actividad antimicrobiana de compuestos

Por otra parte, los fenoles deben su capacidad bactericida a los grupos hidroxilo presentes en
su estructura quimica, su cantidad y posicion determinan la inhibicidn de cepas especificas (44),
mediante diversos mecanismos de accién como: dafio de membranas plasmaticas, inactivacion de
enzimas y desnaturalizacion de proteinas, sin embargo, no son efectivos contra quistes y su
actividad depende de la concentracion de los compuestos que Ileguen al sitio de accion (45).

Los acidos fendlicos (cafeico, galico, vanilico, siringico, cumarico, elagico, protocatecuico)
son antimicrobianos mas fuertes que los flavonoides (quercetina, luteolina, delfindina,
epicatequina), pero, ambos son capaces de inhibir cepas de Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Campylobacter jejuni, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Helicobacter pylori,
Salmonella enterica, entre otras, asi como cepas resistentes a antibidticos de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus (44).

Ademas, los flavonoides han mostrado actividad antifungica, inhibiendo la germinacion de las
esporas o la formacién de biofilms, y sinergia con medicamentos alopéaticos. Sin embargo, otros
compuestos fenolicos, como el acido clorogénico, resveratrol o acido galico, modifican la
permeabilidad de la membrana (inhiben la sintesis de ergosterol) y/o desregulan la expresion
génica, ademas de evitar la formacion de biofilms (46).

Por otra parte, los terpenos también han demostrado tener actividad antimicrobiana aun contra
aquellos organismos resistentes a antibioticos alopaticos convencionales, mediante la ruptura de
la membrana celular y la inhibicidn de la transcripcion y traduccion génica para la sintesis de
proteoglicanos de pared celular, asi como los terpenoides, que interfieren con la multiplicacion,

desarrollo y actividades metabolicas y fisiologicas de las bacterias, estos también pueden destruir
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las membranas y paredes celulares o evitar la formacion de biofilms en bacterias, incluso pueden
tener un efecto sinérgico con antibidticos (28).

Asimismo, los terpenoides son capaces de romper la membrana celular, inducir estrés
oxidativo, dafiar el ADN, evitar la formacion de biofilms y/o afectar el ciclo celular de los hongos,
por lo que también son preciados compuestos antifingicos (46).

Los taninos actdan contra bacterias y hongos mediante la inhibicion de enzimas y sustratos, asi
como inactivar mecanismos de unién a membrana, al formar puentes de hidrogeno entre el grupo
fenol y sitios especificos de proteinas de membrana, pero también actdan como ionéforos que
inhiben la fosforilacion oxidativa y la cadena de transporte de electrones, ademas son capaces de
quelar iones metalicos que pueden servir como cofactores en los procesos metabolicos (40).

Los alcaloides se han identificado como antimicrobianos, en particular los alcaloides inddlicos
e isoquindlicos han sido modificados sintéticamente mediante dimerizacion, amidacion o
derivatizacién (agregar grupos hidroxilo, isoprenilo, metoxilo, alquilo, fenilo o bifenilo, etc.) para
potenciar su actividad antimicrobiana, reducir su neurotoxicidad y conferirles selectividad, lo que
permite la interaccion con enzimas bacterianas, como la SortasaA (implicada en la fijaciéon de
proteinas superficiales a la pared de peptidoglicano), o enzimas fungicas, como la Isocitrato liasa
(implicada en la produccion de toxinas que confieren patogenicidad), asi como con proteinas de la
membrana bacteriana. (47,48).

La actividad antibacteriana de los alcaloides indolizidinicos (pergularinina, tiloforinidina) se
debe a la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos, mientras que los alcaloides isoquinolinicos
(sanguinarina, berberina) pueden inhibir la division celular bacteriana, pero no afectan la
replicacion de ADN o las membranas celulares, por su parte los alcaloides quinolinicos inhiben la

respiracion celular de bacterias, ya que reducen el consumo de oxigeno pero no el de hidrégeno,
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finalmente los alcaloides poliaminicos (escualamina) afectan la integridad de las membranas
celulares de las bacterias. Adicionalmente, algunos de ellos acttan sinérgicamente con antibidticos
y antifungicos alopaticos (47).

Ademas, los alcaloides poseen efectos antifingicos, ya que son capaces de interferir en la
regulacion de la expresion génica, actividad de enzimas y formacién de biofilms, pero también
pueden ocasionar dafios a membranas celulares de los hongos, lo que desencadena una serie de
fallas metabolicas en las células fangicas (46).

Algunos de los métodos utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana son la prueba de
susceptibilidad a antibioticos (AST por sus siglas en inglés), en la cual la inhibicion se observa
como un halo sin crecimiento microbiano y el compuesto bioactivo puede incorporarse por
dilucién o difusion, por su parte la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se refiere a la
concentracion mas baja de compuestos que logra inhibir el crecimiento microbiano por lo menos

en un 80%, después de un periodo de incubacion de 24 h a 37°C y 100% de humedad relativa (49).

2.2.4. Actividad cicatrizante de compuestos

El proceso de cicatrizacion ocurre en cuatro fases, la primera de ellas es la hemostasis en la
cual se evita la pérdida de sangre al formar codgulos en el area afectada a través de la unién de las
plaquetas (trombocitos) y los leucocitos comienzan a migrar para iniciar la segunda fase, la
inflamatoria, en ésta, los macrofagos y neutrofilos establecen una barrera contra microorganismos
y los fibroblastos se activan en el sitio para regular la accién de colagenasas. En la tercera fase, la
de proliferacion, los fibroblastos contribuyen a la formacion de la matriz extracelular y la
epitelizacién, también comienza la angiogénesis. Finalmente, en la cuarta fase, la de remodelacion,

termina la epitelizacion y se forma la cicatriz al cierre total de la herida (50).
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Sin embargo, de llegarse a presentar infecciones o inflamacion cronica que incremente la
formacion de ERO, la cicatrizacion se veria afectada (51).

Los terpenos y compuestos polifendlicos poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes
y antimicrobianas que los hacen agentes cicatrizantes al promover la reepitelizacion y angiogénesis
(50), sin embargo, el proceso inflamatorio se ve promovido por la presencia de ERO, por lo que
los agentes antioxidantes, como terpenos y compuestos polifenolicos, contribuyen en la atenuacion
de la inflamacién mediante la supresion de citoquininas proinflamatorias, como las interleucinas
IL-1 e IL-6, factor de necrosis tumoral TNF-o y el interferon IFN-y. Ademaés, la actividad
antimicrobiana de estos compuestos dafia las membranas celulares bacterianas, lo que ayuda a
combatir infecciones (51).

Particularmente, los compuestos fenolicos estan asociados a efectos cicatrizantes debido a que
modulan la actividad de factores de crecimiento, MMPs (metaloproteinasas de matriz extracelular,
como el colageno vy la elastina), TIMPs (inhibidores tisulares de metaloproteinasas) y la iINOS
(6xido nitrico sintasa inducible, que regula la formacién del colageno). Pero, los compuestos
fenolicos también participan como antiinflamatorios, ya que propician la liberacion Nrf2 (factor
nuclear eritroide 2, proteinas involucradas en la expresion de enzimas antioxidantes) de la Keapl
(proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch, sensor de estrés oxidativo) que la mantiene inactiva
en el citoplasma, lo que disminuye la inflamacidn, por otra parte, los compuestos fendlicos reducen
la actividad del NF-xB (factor nuclear kappa B, proteinas que regulan la expresion de genes de la
respuesta proinflamatoria) debido a que evitan la activacion de la IKK (quinasa | kappa B) y el
factor sea liberado y traslocado al nucleo, ademas, los compuestos fendlicos evitan la liberacién
de AA (&cido araquiddnico) por la PLA2 (fosfolipasa A2), esto evita que el AA libre sea

metabolizado en un mediador de la respuesta proinflamatoria (52).
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Por su parte, los terpenoides captan radicales libres, modulan la accion de enzimas
antioxidantes, lo que a su vez contribuye a regular la respuesta proinflamatoria, sin embargo,
algunos también estan involucrados en la reduccion de la actividad de la NF-xB mediante el
bloqueo de la IKK por una baja fosforilacion, lo que evita su liberacion y traslocacién al nucleo
celular, inhibicién de la GSK3p (glucogeno sintasa quinasa 3p) que es un activador de la NF-xB
y la inhibicién de la fosforilacion del IkBa o NFKBIA (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) con lo que se evita la union del NF-xB al ADN. Los
terpenoides también modulan la ruta del AA, evitando que la PLA2 libere el AA'y que las enzimas
COX (ciclooxigenasa, produccion de prodtaglandinas) y LOX (lisil oxidasa, formacion de
precursores de colageno y elastina) metabolicen el AA para la respuesta proinflamatoria (52).

Los alcaloides también poseen actividad antiinflamatoria debido a su participacion como
antioxidantes ya que incrementan la expresion de Nrf2 (factor nuclear involucrado en la
produccién de enzimas antioxidantes), pero también inhiben la formacion de Keapl y con ello la
expresion de NF-«xB se ve reducida, lo que evita la respuesta proinflamatoria, algunos alcaloides
inhiben la enzima LOX que transforma el AA en sefiales proinflamatoria (52).

Para la evaluacién de los efectos cicatrizantes se realizan pruebas in vitro e in vivo, siendo los

modelos in vivo excisional e incisional los mas empleados (50).

2.3. Cultivo de Células y Tejidos Vegetales

Con la finalidad de obtener en mayor cantidad los compuestos bioactivos, que puedan ser
utilizados como antioxidantes, antimicrobianos, cicatrizantes o algun efecto medicinal distinto, se
ha implementado los cultivos in vitro de células y tejidos vegetales a traves de herramientas
biotecnologicas, que permiten la rapida multiplicacion y conservacion de tejidos vegetales en

espacios reducidos con condiciones medioambientales controladas artificialmente en laboratorio
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(12,53), proteger ejemplares y genotipos de importancia médica, evitando asi la extraccion del
medio ambiente, deterioro de ecosistemas y pérdida de biodiversidad (3), asi como evitar dafios a
la salud humana por consumo de especies silvestres con acumulacion de contaminantes y/o metales
pesados (54).

El cultivo de células y tejidos vegetales consiste en técnicas para crecer plantas en condiciones
aisladas y controladas, sobre un medio de cultivo artificial enriquecido y aséptico (Figura 2),
cualquier parte de la planta puede ser usada para iniciar el crecimiento o regeneracion, obtener
embriones somaticos, lineas celulares, plantas libres de enfermedades, clones de la planta madre o
callo, esto es posible ya que las células vegetales (principalmente las meristematicas) son
totipotentes, es decir, poseen la informacion genética necesaria para producir una planta completa

(3,55).

Figura 2. Cultivo in vitro de plantas.
Semillas germinando (a) y propagacion de plantas (b).
Autoria propia.

Para iniciar el cultivo se requiere seleccionar el explante dependiendo del tipo de cultivo que

se va a realizar, el proposito y la especie a utilizar (55). Que el explante tenga un desarrollo
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adecuado depende de la edad, posicion, tipo y tamafio de éste, ya que la capacidad totipotente de
las células varia y una mayor area de exposicion es mas propensa a desarrollar microorganismos
contaminantes que compiten por los suplementos del medio y producen sustancias que modifican
las condiciones de cultivo ocasionando la muerte del explante, mientras que si es muy pequefia es
probable que no se observe respuesta (3).

El medio de cultivo debe contener los suplementos fundamentales que permitan sustentar el
crecimiento y desarrollo del explante en condiciones in vitro (3), como son sales inorganicas
(macro y micronutrientes), vitaminas para promover el crecimiento (como son la tiamina o B,
acido nicotinico o B3, piridoxina 0 Be Yy mioinositol), una fuente de carbono, RCV, un agente
gelificante (comUnmente agar) y compuestos antioxidantes (acido ascérbico o carbon activado)
para evitar la oxidacion del explante, algunas veces aminoacidos como nutrientes y antibioticos
para evitar la contaminacién del explante (3,55-57).

La formula del medio a utilizar determina en gran medida el éxito del cultivo y por lo general
se utiliza medio solido para iniciarlo, sin embargo, cuando se desea aumentar la produccion se
recomienda el uso de medio liquido, para lo cual se elimina el agente gelificante. Entre las formulas
de medio base mas ampliamente utilizadas de encuentran Murashige & Skoog (MS), B5 de
Gamborg, LS de Linsmaier & Skoog, NN de Nitsch & Nitsch y SH de Schenk & Hilderbrandt,
ademas del medio para plantas lefiosas WPM (Woody Plant Medium) (3,12).

Entre los RCV encontramos las auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno;
sin embargo, podemos encontrar otros reguladores sintéticos como morfactinas, dicegulac
(sédico), paclobutrazol y prohexadiona de calcio, asi como otras sustancias que cumplen un rol
regulador como poliaminas, oligosacarinas, jasmonatos, brasinoesteroides, turgorinas y sistemina

(58).
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Las auxinas son los RCV maés utilizados para iniciar la division celular, formacion de raices e
induccidn de callo, de forma natural se encuentran el &cido indol-3-acético (AlA), acido indol-3-
butirico (AIB) y el &cido fenilacético (AFA), sin embargo, existen auxinas sintéticas como el acido
naftalenacético (ANA), el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el dicamba (acido 3,6-dicloro-
o-anisico) y picloram (PIC). Por su parte las citoquininas, son los RCV empleados para promover
la division celular, formacion y elongacién de brotes; la kinetina (KIN), zeatina y difenilurea son
las citoguininas encontradas naturalmente en las plantas, mientras que las sintéticas son la 6-
bencilaminopurina (BAP), N8(?-isopentenil)-adenina (2iP) y el thidiazuron (TDZ) (57,59).

Por otro lado, la fuente de carbono compone del 2 al 5% del medio, y provee la energia para
el mantenimiento celular, organogénesis y embriogénesis, ademas ayuda al mantenimiento del
potencial osmotico del medio de cultivo. La sacarosa es la fuente de carbono comunmente
utilizada, sin embargo, existen otras como son la glucosa, fructosa, maltosa, lactosa, almidon,
galactosa y fuentes naturales como el agua de coco o pulpa de frutas (57,60).

Se requieren condiciones controladas de mantenimiento, como son pH entre 5.4 y 5.8 (permite
una correcta asimilacién de nutrientes y crecimiento celular), medio de cultivo estéril, fotoperiodo
de 0 a 12 h luz y temperatura entre 25y 28°C (3,56).

Con el objetivo de aumentar la produccion de compuestos bioactivos, se suele incluir factores
de estrés llamados elicitores (estimulos que inducen respuestas de defensa) (12). Los hay biéticos,
gue son moléculas complejas producidas de forma enddgena o exdgena (RCV, fragmentos de la
pared celular, productos del metabolismo de microorganismos fitopatdgenos) detectadas por la
membrana celular como una sefial de ataque y desencadenan la produccion de sustancias de

defensa; y abidticos, que son agentes no bioldgicos como sales inorganicas, metales pesados y
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factores fisicos (radiacion UV, sequias, temperatura, pH acido o alcalino, quimicos, entre otros)
(3,4).

El cultivo de células y tejido vegetales también permite utilizar técnicas de ingenieria
metabolica para modificar genéticamente enzimas y proteinas reguladoras que participan en la
sintesis de compuestos, promoviendo o silenciando regiones de ADN involucradas en la expresion
de genes implicados en la produccién de compuestos bioactivos, asi como aumentar la resistencia
ante sequias, plagas y salinidad, sin la necesidad de un estimulo adverso biotico o abidtico sobre

las células del cultivo vegetal (3,4).

2.3.1. Cultivos de callo

El callo es un tipo de tejido vegetal originado de la multiplicacion desorganizada de las células
no diferenciadas formando una masa celular con texturas, formas y colores variados, compuesto
tanto de células con diferente capacidad totipotente (22,56,61), se produce como una respuesta
ante el estrés, corte o ataque de insectos y/o microorganismos fitopatdgenos (55).

El callo se obtiene al pasar por tres fases: 1) la induccion de la division celular, 2) division
celular activa (se pierde la especializacién de las células) y 3) cese de la division (se incrementa la
diferenciacion nuevamente y ocurre la morfogénesis) (55,56).

La ausencia de luz, las concentraciones enddgenas o del medio de cultivo de reguladores del
crecimiento, incluso el tipo de corte y la posicidn en que se coloca el explante en el medio, pueden
inducir la division activa de las células originando el callo u érganos (55,56,61).

Los niveles de reguladores del crecimiento son el factor determinante para la formacion de
callo y su concentracién va a depender de la especie vegetal y origen del explante (61), siendo las
auxinas uno de los reguladores mas importantes, ya sea sola 0 en combinacion (22), cominmente

con alguna citoquinina para lograr la desdiferenciacion celular (58).
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El callo puede ser clasificado por su apariencia en compacto, nodular y friable, este dltimo se
obtiene después de realizar varios subcultivos (cambio del material vegetal a medio nutritivo
nuevo, para volver a suplementar los nutrientes necesarios para el crecimiento) y permite obtener
compuestos bioactivos biosintetizados por el callo (Figura 3) (22), también puede ser clasificado
en embriogénico y no embriogénico (friable, cristalino, de color amarillo o café y de rapido

crecimiento) (61).

Figura 3. Callo friable en condiciones in vitro.
Autoria propia.

El callo friable, al igual que los cultivos de células en suspensidn, permiten la extraccion e
identificacion de los compuestos de una especie de interés medicinal. Empleando estas técnicas
biotecnoldgicas y optimizando las condiciones de crecimiento, nutricion y elicitacion es posible
incrementar hasta en un 300% la produccion de compuestos a comparacion de plantas silvestres
(12,22).

Se han establecido cultivos de callo para la investigacién y produccién de compuestos, por
ejemplo, en Coryphantha macromeris, una especie utilizada en la medicina tradicional mexicana

como alucindgeno o agente simpaticomimético (62), asi como cuantificarlos y relacionarlos a los
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efectos bioldgicos, como en el caso de Hibiscus sabdariffa una especie antioxidante y
antibacteriana (63), pero también se pueden obtener extractos de la biomasa celular producida en
los cultivos, como en el caso de Eryngium planum, E. campestre y E. maritimum que se emplean
como antioxidante, antiinflamatorio, antiangiogénico, antimicrobiano, anticancerigeno (efecto
citotoxico y antiproliferativo) y anti-insomnio debido al &cido rosmarinico y glucosidos presentes
en los extractos (64).

Por lo tanto, el callo friable es empleado para iniciar cultivos de células en suspension, ya que
permite una mayor separacion de los agregados celulares (22,55,56), asi como la extraccién y
purificacion de compuestos de forma rapida, simple y ecolégica, ya que se busca la reduccion de
residuos peligrosos durante el proceso de extraccion, asi como el uso éptimo de los recursos para
asegurar la sustentabilidad (29).

Ademas, los cultivos de callo presentan ventajas frente a las plantas silvestres, ya que las
células que conforman los callo producen mayores cantidades de compuestos, los cultivos pueden
mantenerse de forma indefinida manteniendo la integridad genética en espacios menores y bajo
condiciones controladas, por lo que los compuestos pueden ser producidos independientemente de
los factores ambientales externos, asi como la obtencion de material aséptico (libre de

microorganismos e insectos) (65).

2.3.2. Cultivo de células en suspension

Los cultivos consisten en agregados celulares o células dispersas en un medio nutritivo liquido
(Figura 4), la morfologia de las células es aun mas homogénea que en los cultivos de callo,
aumentan los granulos de almidén, el citoplasma es méas denso y pierden su totipotencialidad

(55,56), ademas la division celular es mas rapida, el cambio de medio de cultivo es mas facil y se
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obtiene mayor cantidad de biomasa con una alta concentracion de compuestos bioactivos, asi como

lineas celulares de produccion constante (22).

Figura 4. Cultivo de células en suspension.
Autoria propia.

Existen dos métodos principales para realizar el cultivo de células en suspension: en lotes
(medio de cultivo con recambio completo en el subcultivo) y continuo (medio de cultivo
reemplazado durante el cultivo y el exceso de células se remueve) (3,55,56). Se suelen incluir
reguladores del crecimiento para favorecer el desarrollo celular, pero, también estan involucrados
en el metabolismo secundario, estimulando la acumulacién de determinados compuestos (29).

Los cultivos de células en suspension han permitido obtener alcaloides de Catharanthus roseus
para tratar cncer (vincristina y vinblastina), y el empleo de elicitores incremento la produccion de
alcaloides (53). Cnidoscolus chayamansa posee efectos antioxidantes, hipoglucémicos,
antiinflamatorios, hepatoprotectores, cardioprotectores e hipocolesterolémico, de la cual se ha
aislado un triterpeno (acetato de lupeol) con importante actividad antiinflamatoria, asi como

identificado los compuestos responsables de sus efectos medicinales, dicho triterpeno se pretende
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producir en mayores cantidades mediante el cultivo de células (66). Los elicitores pueden ser
probados en cultivos de células en suspension, un ejemplo es el caso con Vitis vinifera, en el cual
la elicitacion mediante régimen de oscuridad, fenilalanina y metil jasmonato en combinacion,
aumento la produccion de fenoles, flavonoides y estilbenos, en comparacion a los rendimientos
reportados por la planta silvestre, que son apreciados en la dieta como protectores ante problemas

cardiovasculares y algunos tipos de cancer (67).

2.4. Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

Los extractos de plantas medicinales utilizados en fitomedicina no son compuestos puros, sin
embargo, se estandariza su produccion y caracteriza su composicion fitoquimica, para obtener la
calidad deseada en los productos y utilizar los compuestos con actividad biol6gica conocida (3).

Se recomienda secar el material vegetal a la sombra antes de la extraccion para evitar el
desarrollo de microorganismos, fermentacion o descomposicion de los compuestos. El secado por
aire, en microondas, en estufa o por congelamiento son los métodos preferidos (1).

La extraccion es el proceso para obtener los principios bioactivos utilizando solventes (Tabla
1), el solvente es elegido considerando la solubilidad y polaridad del componente a extraer (1).
Los solventes como etanol, metanol o acetato de etilo son los méas utilizados para la extraccion de
compuestos hidrofilicos, mientras que el diclorometano, solo o en mezcla con metanol, es
empleado para la extraccién de compuestos hidrofdébicos (8). Considerando la polaridad de los

solventes es posible extraer selectivamente compuestos (68,69).

Tabla 1. Solventes comdnmente utilizados en la extraccion de compuestos bioactivos

Solvente Compuestos obtenidos
Acetona Flavonoides, estilbenos
Acetato de etilo Antocianinas, flavonoles, polifenoles
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Cloroformo Flavonoides, terpenoides

Eter etilico Flavonoles, acidos fendlicos

Diclorometano Terpenoides

Etanol Alcaloides, flavonoles, polifenoles, taninos, terpenoides

Eter de petroleo Compuestos fendlicos

Eter Alcaloides, terpenoides

Hexano Terpenoides

Metanol Antocianinas, flavonas, polifenoles, saponinas, taninos, terpenoides
Agua Antocianinas, saponinas, taninos, terpenoides, acidos fenélicos

Informacion tomada de Lefebvre et al. (2021) y Jha et al. (2022).

Sin embargo, el proceso de extraccion también debe considerar las formas de extraccion
tradicional, ya que es la forma de uso por la poblacion, algunas veces se seleccionan fenotipos
vegetales particulares para la extraccion o se realizan colectas en cierto momento del afio, lo que
hace diferente la composicion quimica de los extractos, ademéas la forma de preparacién y/o
extraccion puede afectar a los compuestos, incrementando su actividad farmacoldgica o
disminuyéndola (70).

También debe ser considerado el método de extraccion a ser utilizado, en la Tabla 2 se
mencionan los métodos empleados con mayor frecuencia y sus consideraciones para ser

empleados, sin embargo, existen mas métodos de extraccién (1,8,26,69).

Tabla 2. Métodos de extraccion de compuestos bioactivos.

Meétodo Descripcion Ventajas Desventajas
El material vegetal es triturado o
) o Procedimiento lento
para aumentar el area de . - )
L ] e Bajo costo e Posibilidad de destruir
Maceracion contacto y se deja reposando en ] )
o e Extraccion selectiva compuestos
solventes con agitacion
) . termosensibles
intermitente
y La muestra es hervida para . e Altas cantidades de
Infusion e Rapido

extraer los compuestos volatiles

solvente

23



. ¢ Procedimiento simple
Las ondas ultrasénicas ]
S . - * Bajo costo N .
Extraccion asistida  incrementan la permeabilidad e ¢ Dafio al material
. . ¢ Rapido
por ultrasonido interrumpen la pared celular, lo vegetal

- ., e Funciona a bajas
que facilita la extraccién

temperaturas

Informacion tomada de Muhammad et al. (2019), Sangamithra et al. (2019), Jha et al. (2022) y Adetunji et
al. (2021).

Una vez obtenido el extracto los componentes pueden ser aislados mediante cromatografia
en columna y analizados por cromatografia de capa fina (CCF) o liquida de alto rendimiento
(HPLC), mientras que para la identificacion se utilizan técnicas como espectroscopia de
transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS). También se pueden combinar técnicas de cromatografia
liquida con deteccion ultravioleta (LC/UV), espectrometria de masas (LC/MS) y/o resonancia
magnética nuclear (LC/NMR) para identificar compuestos y usar técnicas de espectroscopia
ultravioleta/luz visible (UV/VIS) y espectrofotometria infrarroja (IR), resonancia magnética
nuclear (NMR) con carbono y protones, espectrometria de masas (MS) y difraccion de rayos X
para determinar las estructuras quimicas, en conjunto con reacciones de hidrolisis e hidratacion se
pueden conocer las relaciones de estructura y funcion. En cuanto a la cuantificacion de los

compuestos las técnicas mas empleadas son la GC-MS y HPLC (1).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Erigeron canadensis L.

Algunos de sus nombres comunes son arrocillo, calzadilla (71), pegajosa, cola de caballo o
mantecosa (72). Pertenece a la familia Asteraceae, la cual se encuentra en la clase Magnoliopsida
(dicotileddneas) (73), antes conocida como Conyza canadensis (L.) Cronquist, es nativa del
continente americano y ha sido introducida en Europa, Asia, Africa y Oceania (Figura 5) (74), y

es considerada una planta invasora resistente al glifosato (75,76).

&

Figura 5. Distribucion de E. canadensis.
Distribucién nativa en verde e introducida en magenta (74).

En México se encuentra entre los 1000 y 2500 m.s.n.m., reportada también a 2850 m.s.n.m. en
el valle de México. Se distribuye en todo el pais siendo comin en ambientes perturbados y zonas
rurales, de climas calidos y semicalidos, algunas veces asociada a bosques de pino y de encino
(77,78).

De forma tradicional, se han usado las hojas como cataplasma externo para desinfectar heridas
y tratar hemorroides, mientras que los aceites volatiles se han utilizado en el tratamiento de
bronquitis y cistitis, sin embargo, la forma mas comdn de uso es la toma de infusiones, hechas de

la parte aérea y flores al 1% para desintoxicar el higado y de 3-4% como diurético y en el
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tratamiento de problemas urinarios, por su parte, la decoccién de la planta completa al 10% se
emplea como antirreumatico (79). En México, se ha usado para el tratamiento de diarrea, bilis y
empacho en Tlaxcala, mientras que en Veracruz se usa para tratar la fiebre (Figura 6), sin embargo,
las variedades pubescentes se han reportado como irritantes de nariz, gargantay piel (71). En China
ha sido utilizada de forma tradicional como desintoxicante, calmante de la picazén en la piel,

tratamiento contra la diarrea, estomatitis, otitis, conjuntivitis y dolor de dientes (80).

Areas de uso

Figura 6. Estados de la RepUblica Mexicana donde se utiliza E. canadensis.
Uso tradicional como planta medicinal (71).

E. canadensis es una planta erecta anual o bianual de tipo herbaceo de hasta dos metros de alto
(Figura 7a), los tallos son cilindricos y pueden estar ramificados en forma de roseta en la base de
la planta, estriados y puede ser glabro o pubescente, las hojas son sésiles y numerosas de forma
lineal a lanceolada, de hasta 10cm de largo, dispuestas de forma alterna, pueden o no presentar
tricomas, de color verde claro; la inflorescencia consta de numerosas cabezuelas en panicula
terminal y piramidal (Figura 7b), representa aproximadamente la mitad de la talla total de la planta,
las flores o cabezuelas poseen involucro campanulado con bracteas agudas dispuestas en dos
series, con flores femeninas en la periferia y al centro flores hermafroditas (Figura 7c), los frutos

son aquenios oblongos de hasta 1.3mm de largo, palido y con vilano de color blanco (Figura 7d y
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7e), raiz largo de tipo pivotante (77,78). En los meses de marzo a junio se da la fase de crecimiento
activa y en los meses de julio y agosto comienza la floracién, culminando con la fructificacion en

el mes de septiembre (81).

Figura 7. E. canadensis.
Planta completa (a), inflorescencia (b), flor (c), aquenios en el receptaculo (d) y frutos maduros (e).
Autoria propia.

3.2. Estudios fitoquimicos y biologicos de E. canadensis

Se han realizado diversos estudios con esta especie, principalmente en el area agrondémica,
donde se ha utilizado para descubrir posibles herbicidas con actividad sobre enzimas del ciclo
fotorespiratorio (82), o la inhibicion de genes involucrados en la resistencia a herbicidas (83,84),
también para conocer las adaptaciones que favorecen la dispersion de las semillas y colonizacion
de ambientes (85-87) ademas de su resistencia a herbicidas (81,88-103), y las formas de control
del crecimiento y propagacion de E. canadensis (75,104-108), asi como los dafios al suelo

(109,110), especies con las que coexiste (otras plantas y hongos) (76,111) y especies de hongos

27



que podrian llegar a ser controles bioldgicos de E. canadensis debido a sus propiedades como
herbicidas (112,113).

También ha tomado atencion debido a la tolerancia que posee a crecer en suelos contaminados
con metales pesados y acumularlos, lo que la hace una especie con posible uso en la
fitorremediacion de suelos contaminados con cadmio, plomo o cobre (114-119); sin embargo, esta
capacidad de retener contaminantes podria ser un riesgo para la salud de quien la consuma, debido
a la toxicidad de los contaminantes y no a los compuestos de la especie.

No se encontraron antecedentes sobre el cultivo de tejidos mediante técnicas biotecnoldgicas
de ningun tipo para esta especie y tampoco para el género Erigeron o Conyza (género en el que se
encontraba clasificada con anterioridad); sin embargo, se cuentan con algunos estudios preclinicos
y fitoquimicos que han permitido conocer los compuestos que produce (Figura 8 y 9) y actividad

bioldgica (Tabla 3).
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Tabla 3. Resumen de estudios fitoquimicos y biol6gicos de E. canadensis

Parte de la planta

(Origen) Extracto Compuestos identificados/aislados Actividad/Respuesta Referencia
Parte aérea Eter de -santaleno, p-himacaleno, cupareno, o Antiinflamatorio (reduccién del edema
- petréleo y ’ . P ' causado por carragenina y formalina en (120)
(Republica Checa*) etanol curcumeno Yy y-cadineno ratas)
Aceites esenciales (a-tujeno, B-pineno, mirceno,
d-limoneno, cis y trans ocimeno, cosmeno,
Tallo (.Estados Agua cariofileno, u-cis-bergamotel}o, B-trans- ND (121)
Unidos) bergamoteno, B-farneseno, f-himacaleno, B-
cubebeno, B-bisaboleno, 3-cadineno, a-
curcumeno Yy acetilenos)
Parte aérea Mutagénico (quercetina y ramnetina
(Polonia®) Metanol Quercetina, ramnetina, isoramnetina y apigenina  inducen mutaciones en cepas de Salmonella (122)
typhimurium)
Compuestos obtenidos en la fraccion de acetato
Planta completa de etilo (esfingolipido y su derivado
omp Metanol fe etilo (esfingolipido y su ND (123)
(Pakistén) glucopiranosido, B-sitosterol, B-sitosterol-3-O-f-
D-glucosido, estigmasterol y harmina)
Aceites esenciales ineno, B-mirceno, e . . .
! . ! (ay B pi . p-mi Antifungico (inhibe Rhizoctonia solani a
cosmeno, limoneno, careno, tujeno, alcanfor, 1600 ppm. Fusarium solani
ND (Francia) Agua isoborneol, mentol, isobornil acetato, a y B . PP N . y (124)
. S . Colletotrichum lindemuthianum a 400, 800
cariofileno, Epi-biciclosesquifelandreno, - 1600 ppm)
sesquifelandreno, a-santaleno, germacreno By D y PP
Antioxidante (protector de plaquetas ante
. . L eroxinitrito
ND (Polonia*) ND Extracto rico en polisacéridos . P . ) ., (125)
Anticoagulante (evita la agregacion de
plaquetas)
Tallo. raiz Anticancerigeno (fraccion hexano de raiz
. ' . . . actividad contra células de adenocarcinoma
inflorescencia Metanol Fracciones: hexano, cloroformo y residuo . . . (126)
(Hungria) de cervix HeLay carcinoma de piel A431,

fracciones de hexano y cloroformo de tallo y
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fraccion hexano de raiz mostraron actividad
contra células de cancer de mama MCF7)

ND (Polonia*)

Agua

Fracciones: glicoconjugada, rica en polisacaridos
y aglicona

Anticoagulante (las tres fracciones en
concentraciones superiores a 0.75 mg/mL
evitan la agregacion de plaquetas)

(127)

Parte aérea (Corea)

Agua

Aceites esenciales: principalmente limoneno y &-
3-careno

Citotoxico (efecto contra queratinocitos
HaCaT)

(128)

Parte aérea (China)

Metanol

Fracciones (cinco) mediante HPLC

Aclarante (fraccion 1 muestra un 48% de
inhibicion de melanina a 100 mg/mL)

(129)

Inflorescencias
(Polonia)

Etanol 65%

Extracto purificado

Antioxidante (protector de proteinas
plasmaticas ante peroxinitrito)

(130)

Parte aérea (China)

Etanol 95%

Compuestos obtenidos por fraccionamiento con
éter de petréleo, acetato de etilo y butanol y
purificacion de compuestos derivados de j3-

amirina

Anticancerigeno (erigeronol o 3-O-
(hidroxi-acetil)-23,28-dihidroxi-B-amirina
inhibe el crecimiento de células del
melanoma B16 con un Clso= 7.77+0.47

Hg/mL)

(80)

Raiz (Hungria)

Metanol

Dihidropiranoides: conyzapiranona Ay B;
matricaria lactona, acido 9,12,13-trihidroxi-10(E)-
octadecanoico, epifriedelanol, friedelina,
taraxerol, simiarenol, espinasterol, estigmasterol,
[-sitosterol y apigenina

Anticancerigeno (Actividad contra células

de céncer de cervix HeLa, cancer de mama

MCEF-7, cancer de piel A431y fibroblastos
MRC-5)

(131)

ND (Tanez)

Metanol

Fracciones: éter de petroleo, cloroformo, acetato
de etilo y butanol

Antiviral (contra citomegalovirus humano

HCMV AD-169 y enterovirus Coxsackie B

tipo 3), no se demostro actividad citotoxica
contra fibroblastos MRC-5

(132)

Planta completa
(China)

Etanol 95%

Aislamiento de acido-3-O-p-D-glucopiranosido-
3’-(O-B-D-glucopiranosido)-6’-(0-4"’-
hidroxibenzoato) piromecénico, acido-3-O-f-D-
glucopiranosido-6’-(0-4°’-hidroxibenzoato)
piromeconico y acido-3-0-B-D-glucopiranosido-
6’-(0-4""-hidroxi-3",5*’-dimetoxibenzoato)
piromeconico

No activo contra Escherichia coliy
Staphyloccocus aureus

(133)

Inflorescencia
(Polonia)

ND

Complejo polifenoles-polisacaridos

Anticoagulante (interaccion con el cofactor
Il de heparina para inactivar la trombina)

(134)
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Planta completa
(Pakistan)

Etanol 80%

Conyzolido y conyzoflavona

Antimicrobiano (Escherichia coli CIM= 25
y 50 pg/mL, Bacillus subtilis CIM= 150y
100 pg/mL, Shigella flexeneri CIM= 125y
100 pg/mL, Staphylococcus aureus CIM=
50y 100 pg/mL, Pseudomonas aeruginosa
CIM= 100y 150 pg/mL, Salmonella typhi

CIM= 100y 100 pg/mL)
Antifangico (Trichophyton longifusus
CIM= 100y 10 pg/mL, Candida albicans
CIM= 350y 50 pg/mL, Aspergillus flavus
CIM= 300y 200 pg/mL, Fusarium solani
CIM= 150y 50 pg/mL, Candida glaberata
CIM= 400y 100 pg/mL).

Las CIM son respectivas a los compuestos
aislados.

(135)

Parte aérea (Serbia)

Agua

Derivados del acido cindmico (&cido p-cumarico,
acido ferulico) y del acido benzoico (acido p-
hidroxibenzoico, &cido vanilico, &cido siringico)

Diferencias estacionales en la produccién de
acidos fendlicos (fase vegetativa con cidos
feralico y cumérico en mayor cantidad)

(81,89)

Planta completa
(Pakistan®)

Metanol

Fracciones: hexano, cloroformo, acetato de etilo,
butanol y agua

Antimicrobiano (extracto metandlico y
fracciones de hexano, cloroformo y acetato
de etilo inhiben el crecimiento de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus)
Antiflngico (extracto metanolico y
fracciones de hexano, cloroformo y acetato
de etilo inhiben el crecimiento de Candida
albicans, Aspergillus niger y Candida
glabrata; fracciones de cloroformo, acetato
de etilo y agua inhiben el crecimiento de
Fusarium solani)

Fitotoxico (Lemna minor susceptible al
extracto metandlico y a todas las fracciones)

(136)

Parte aérea
(Pakistan*®)

Metanol

Fracciones: hexano, cloroformo, acetato de etilo,
butanol y agua

Antioxidante (inhibicion del radical DPPH
por las fracciones de acetato de etilo y agua
en 100 pg/mL)

(137)
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Raiz y flor (Hungria)

Agua

Aceites esenciales (2E-hexanal, a y B pineno,
sabineno, mirceno, p-cimeno, limoneno, trans-
ocimeno, 2,5-dimetil estireno, E,E-cosmeno, cis-
verbenol, trans-sabinol, 2-alil-fenol, mirtenol, cis-
p-menta-1(7),8-dien-2-ol, trans-crisntenil acetato,
modheph-2-ene, B-cariofileno, a-trans-
bergamoteno, a-curcumeno, himacaleno, 3-
cadineno, matricaria éster, matricaria lactona,
germacreno B, espatulenol, turmerona, 3-copaen-
4-g-ol, salvia-4(14)-en-1-ona

Antifangico (ambos extractos a 8 pg
presentan actividad contra Candida
albicans, C. glabrata, C. kefyr, C.
parapsilosis, C. tropicalis, Cryptococcus
neoformans, Rhodotorula glutinis,
Trichophyton interdigitalis), no se demostro6
efecto antimicrobiano contra Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa

(138)

Parte aérea (Corea*™)

Etanol

ND

Antioxidante (inhibicion de radical DPPH)
Gastro protector (reduccion y proteccién
contra ulceras causadas por HCl/etanol)

(139)

Flor y tallo (India)

Etanol y
metanol

Saponinas, terpenoides, taninos, antraquinonas,
esteroides y flavonoides

Antimicrobiano (Pseudomonas aeruginosa
susceptible al extracto etandlico de flores,
Escherichia coli susceptible al extracto
metandlico de flores)

(140)

Parte aérea (Corea)

Metanol

ND

Antiinflamatorio (inhibe la sintasa iNOS y
la ciclooxigenasa Cox-2 en macrofagos, lo
que a su vez inhibe la translocacion y
actividad del factor NFkB y suprime la
fosforilacion de quinasas MAPKS)

(141)

Raiz (China)

Acetato de
etilo

3-p-eritrodiol

Anticancerigeno (induce la apoptosis de
células MKN-45 de cancer de estdbmago,
dependiente de la dosis y tiempo)

(142)

Hoja (Pakistan)

Agua

Sintesis de nanoparticulas de ZnO

Antimicrobiano (contra Escherichia coli
con una CMI1=55.7ug y Staphylococcus
aureus con una MIC=94.6p9)

(143)

Planta completa
(Pakistan)

Metanol 70%

Alcaloides, taninos, triterpenos, proteinas,
carbohidratos, saponinas, flavonoides y esteroides

Antidiabético (inhibicién de a-glucosidasa,
reduccion de niveles de glucosa en ratones
diabéticos)

(144)

Parte aérea (Pakistan)

Agua

Aceites esenciales (a-pineno, B-felandreno, p-
pineno, B-mirceno, limoneno, cis y trans f-
ocimeno, y-terpineno, (3E,5E)-2,6-dimetil-

1,3,5,7-octatetrano, cis y trans tagetona, cis y

Repelente (Aedes aegypti repelido en 50%,
disminucion del efecto con el tiempo, efecto
por menos de una hora)

(145)
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trans tagetenona, carvona, oxido de piperitona, 3-
elemeno, B-cariofileno, a-bergamoteno, B-
farneseno, B-himacaleno, germacreno D, elixeno,
cis-Lachnophyllum éster, matricaria éster,
germacreno D-4-ol

Inflorescc.encia ND Complejo polifenoles-polisacaridos Radioprotector (prqteg? linfocitos contra la (146)
(Polonia) radiacion)
Aceites esenciales (B-pineno, 3-mirceno, Insecticida .(T”bO“um castaneum a
limaneno, trans-f-ocimeno, cosmeno, - 40m%/mL ocaS|or-1a un 46.6+£2.1, 84+1.6y
Parte aérea (Pakistan) Agua cariofileno, a-bergamoteno, trans-pB-farneseno, 100% de mortalldgd alas 24,48y 72 h, (147)
germacreno D, cis-Lachnophyllum éster, e respectlvgmente)
matricaria éster) Antlfunglcq (Agl)erglllus flavus zona de
inhibicion de 16.5mm)
Hojas, flores - . - _ . L
Agua:Metanol Compuestos fendlicos (derivados del &cido Antihipertensivo (relajacion de vasos de
(Portugal™, (70:30) cafeoilquinico) y taninos ratas Wistar) (148)
Marruecos*) '
Inmunoestimulante (estimulacién de
(FQIZ:L’?t:Ieii(;e(r;I:csa) ND Complejo proteina-polisacaridos de polifenoles Cltoﬂ_u.lrg’sIIET;_aZrT]Z:;::z(;gr:fci)c-;:;\:: dOZ II: 6 (149)
fagocitosis y liberacion de radicales libres)
Antioxidante (el extracto crudo inhibe los
radicales libres DPPH y ABTS a
concentraciones de 2 mg/mL)
, Citotoxico (células de cancer de prostata
ND (Turquia) Metanol ND DU-145 y células de cancer de pulmén (150)
A549)
Antiinflamatorio (linea de macréfagos
murinos Raw 264.7)
Inflorescencia ND Complejo proteina-polisacaridos de polifenoles Antitusivo (Cuyos macho y efecto (151)

(Republica Checa) dependiente de la dosis)

*: pais donde se realizé el estudio en caso de no contar con el origen del material vegetal utilizado. ND: informacién no mencionada. Las estructuras
quimicas de los compuestos identificados para la especie se encuentran ilustrados en las Figuras 8 y 9.
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Figura 8. Acidos fendlicos identificados en E. canadensis.
Derivados del &cido cindmico (a) y del &cido benzoico (b). Autoria propia.
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Figura 9. Compuestosidentificados en el aceite esencial de E. canadensis.

1) tujeno, 2) pineno, 3) mirceno, 4) limoneno, 5) ocimeno, 6) cosmeno, 7) cariofileno, 8) bergamoteno, 9)
farneseno, 10) himacaleno, 11) cubebeno, 12) bisaboleno, 13) cadineno, 14) curcumeno, 15) felandreno,
16) terpineno, 17) tagetona, 18) carvona, 19) elemeno, 20) germacreno D y 21) germacreno D-4-ol.
Autoria propia.
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4. JUSTIFICACION

E. canadensis es una especie medicinal que tiene actividades biologicas comprobadas en etapa
preclinica efectos como antioxidante, antimicrobiano, antifungico, anticancerigeno, entre otros,
ademas es una especie ampliamente distribuida en México y el continente americano, para el cual
también es una especies nativa, a pesar de ello no se han realizado estudios biologicos de los
individuos que crecen en México o América y el conocimiento de esta especie es limitado en
nuestro pais, aunado a esto, no se ha realizado la extraccion selectiva de compuestos bioactivos de
diferente polaridad para evaluar su potencial antioxidante, antibacteriano y antifangico in vitro
contra cepas de importancia médica, asi como su posible efecto cicatrizante in vivo. Implementar
técnicas biotecnoldgicas, como el cultivo in vitro de esta especie, ayudaria a mantener de manera
sustentable y sostenible la produccién de compuestos de interés por parte de la especie, en
cualquier época del afio y libre de contaminantes, con fines de investigacién de sus efectos

medicinales bajo diferentes condiciones de cultivo para favorecer la callogénesis.

5. HIPOTESIS

Los extractos organicos seriados de menor a mayor polaridad de E. canadensis
contendran compuestos antioxidantes, antibacterianos, antifungicos y cicatrizantes, los cuales

podran ser producidos de forma constante mediante el cultivo in vitro de callos.
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6. OBJETIVOS

- General

Establecer cultivos en condiciones in vitro de callo de E. canadensis capaces de producir
compuestos bioactivos y evaluar su potencial antioxidante, antibacteriano y antifingico in vitro,

asi como su posible efecto cicatrizante in vivo.

- Especificos

e Realizar la colecta en campo del material vegetal para la identificacion taxondmica,
establecimiento de cultivos y obtencion de extractos organicos.

e Establecer un protocolo de desinfeccion y cultivo de E. canadensis en condiciones in
vitro.

¢ Inducir la formacion de callo partiendo de explantes de hoja, segmento nodal y raices de
plantulas cultivadas in vitro mediante reguladores del crecimiento vegetal.

e Obtener extractos organicos seriados de menor a mayor polaridad con hexano, acetato de
etilo y metanol de las hojas y tallos de la planta silvestre y las lineas de callo.

e Comparar los perfiles cromatograficos de planta silvestre y sus cultivos de callo de los
extractos organicos mediante CCF e identificar los compuestos de la planta silvestre
mediante GC-MS.

e Determinar el potencial antioxidante (DPPH), antibacteriano (MTT) y antifingico (disco
difusion Kirby-Bauer) in vitro y la capacidad cicatrizante in vivo (modelo excisional) de

los extractos de la planta silvestre.
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7. METODO

7.1. Colecta material vegetal

Se colectaron ejemplares a finales de enero y marzo 2023 en cuatro sitios de la localidad Tetela
del Volcén, Morelos, cuyas coordenadas son: 18°53°32.9”’N 98°43°05.8”’W, 18°53’17.1’N
98°43°31.3°W, 18°53°40.5°°’N 98°43°23.7’W y 18°52°58.2°’N 98°45°58.3’W.

Los ejemplares completos fueron prensados y enviados al herbario HUMO del Centro de
Investigacion en Biodiversidad y Conservacion de la UAEM para la identificacion taxonémica por
el M. en C. Gabriel Flores Franco, lugar donde se mantienen bajo el folio 28943.

Por otra parte, las semillas utilizadas en los ensayos de desinfeccion y en la propagacion in
vitro se obtuvieron de las inflorescencias colectadas en los sitios de muestreo, asi como la parte
aérea (tallo y hojas), ya que permiten la extraccion de una mayor cantidad de compuestos mediante
solventes organicos y colectar solamente la parte aérea permite la regeneracion del individuo in

situ.

7.2. Propagacion in vitro

A los aquenios se les retir6 el vilano y fueron colocados en sobres de papel filtro para su
desinfeccion y posteriormente se sembraron en condiciones asépticas.

En la primera fase de establecimiento del cultivo in vitro se realizaron ensayos de desinfeccion
de semillas. Las cuales se colocaron en sobres de papel filtro debido a su tamafio y se utilizo el
método comun de desinfeccion para Asteraceas, el cual consiste en el lavado con agua destilada
estéril y surfactante (detergente Salvo®) por 10 min, seguido de etanol al 70% por 30 s, después
se realizaron variantes en la concentracion de NaClO comercial (Clorox®) y tiempo de lavado
considerando los tratamientos mostrados en la Tabla 4. Finalmente, se realizaron tres lavados con

agua destilada esteril por 5 min cada uno y la siembra de las semillas en tubos de vidrio de 14.5
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cm de largo y 2.2 cm de diametro con 25 mL de medio de cultivo MS, se realizaron cinco
repeticiones de cinco unidades experimentales cada una, dando un total de 25 tubos por cada

tratamiento de desinfeccidn, mismos que se mantuvieron para el monitoreo de germinacion.

Tabla 4. Tratamientos de desinfeccion de semillas.

Tratamiento %Clorox® %NaCIlO Tiempo (min)
A 20 0.1 20
B 15 0.075 30

Los ensayos de desinfeccion y la propagacion in vitro se realizaron en medio MS (Tabla 5)
(152) adicionado con antioxidantes (acidos citrico 100 mg/L y ascérbico 150 mg/L), sacarosa al

3% (p/v) y Phytagel® 3 g/L, el pH fue ajustado entre 5.7+0.1 antes de agregar el agente

solidificante.
Tabla 5. Composicion del medio MS utilizada.
Medio Basal Formula quimica Cantidad (mg/L)
Macronutrientes
Nitrato de potasio KNOs 1900
Nitrato de amonio NH4NOs 1650
Cloruro de calcio CaCl,2H,0 440
Sulfato de magnesio MgSO.7H,0 370
Fosfato monopotésico KH2PO, 170
Micronutrientes
EDTA (sal sddica) Na,EDTA 37.3
Sulfato ferroso FeSO, 7H20 27.8
Sulfato de manganeso MnSO4H.0 16.9
Sulfato de zinc ZnS047H,0 10.6
Acido bérico H3BO3 6.2
Yoduro de potasio Kl 0.83
Molibdato de sodio Na,Mo0O42H,0 0.25
Cloruro de cobalto CoCly'6H.0 0.025
Sulfato de cobre CuS045H,0 0.025
Vitaminas
Myo-inositol CeH1206 100
Glicina CszNOz 2
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Acido nicotinico (Vit. B3) CsHsNO- 0.5
Piridoxina (Vit. B6) CsH1:NO3 0.5
Tiamina (Vit. B1) C12H17N4OS+ 0.1

Las condiciones de almacenamiento en todos los casos fueron a 25 £ 2 °C y en un fotoperiodo
de 16 h luz utilizando luz blanca fluorescente (50 umol/m? st).

Las unidades experimentales fueron monitoreadas de 2 a 3 veces por semana y se realizaron
subcultivos de las plantulas cada mes manteniendo la composicién del medio de cultivo utilizado

para su germinacion.

7.3. Induccion de callo

Las plantulas subcultivadas se mantuvieron en crecimiento hasta alcanzar una talla de 5 cm o
superior y sus 6rganos bien desarrollados. Los explantes fueron tomados de la raiz (seccionada en
dos partes, aproximadamente de 3 cm cada una), las hojas jovenes (cortes transversales para
obtener cuadrados de aproximadamente 0.5 cm por lado) y tallo (segmentos internodales entre 0.3
a 0.8 cm), los cuales fueron inoculados en los tratamientos de induccion, colocando de 5 a 7
explantes por frasco, en un total de cinco unidades experimentales de cada tipo de explante para
cada tratamiento de induccion.

Los tratamientos consistieron en medio MS adicionado con vitaminas y antioxidantes, asi
como sacarosa y Phytagel® en las mismas cantidades empleadas en la fase de propagacion,
ajustando el pH en 5.7£0.1 antes de agregar el agente solidificante, sin embargo, se adicionaron
los reguladores del crecimiento Kinetina (KIN), 6-Bencilaminopurina (BAP) y Picloram (PIC)
para inducir la desdiferenciacion, siguiendo los tratamientos propuestos en la Tabla 6. Dicha
seleccion de hormonas y concentraciones se realizé tomando como referencia los resultados para

la especie Conyza filaginoides (153), ya que anteriormente E. canadensis se encontraba clasificada
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en el género Conyza y dicho trabajo es el Unico antecedente con el que se cuenta sobre su cultivo

in vitro.
Tabla 6. Balances hormonales para induccion a callo.
Tratamiento KIN (mg/L) BAP (mg/L) PIC (mg/L)
Control (T0) - - -
T1 0.1 - 0.1
T2 1.0 - 0.1
T3 2.0 - 0.1
T4 - 0.1 0.1
T5 - 1.0 0.1
T6 - 2.0 0.1
T7 0.1 - 1.0
T8 1.0 - 1.0
T9 2.0 - 1.0
T10 - 0.1 1.0
T11 - 1.0 1.0
T12 - 2.0 1.0
T13 0.1 - 2.0
T14 1.0 - 2.0
T15 2.0 - 2.0
T16 - 0.1 2.0
T17 - 1.0 2.0
T18 - 2.0 2.0

Una vez inoculados los explantes en los diferentes tratamientos se mantuvieron en las mismas
condiciones de almacenamiento empleadas en la fase de propagacion durante 30 dias, haciendo
observaciones una vez por semana. Transcurrido el mes, los callos obtenidos fueron subcultivados
en medio de cultivo idéntico al de procedencia para el crecimiento y se realizaron los subcultivos
mensualmente para la propagacion del callo.

En cada observacion se realizé el calculo del porcentaje de formacion de callo utilizando la
siguiente formula para cada unidad experimental (154):

] explantes con callo
%formacion de callo = total de explantes %X 100
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Sin embargo, fue necesario realizar modificaciones al medio de cultivo debido al proceso de
organogenesis, observado en los tratamientos hormonales con supervivencia a los subcultivos. Las
modificaciones consistieron en la reduccion de las sales basales (macro y micronutrientes) del
medio MS a 75%, 50% y 25%, ademas de probar el aumento de la fuente de carbono (Sacarosa)
al 5% y una fuente diferente (Glucosa al 3%).

De las lineas resultantes se considerd la supervivencia a los subcultivos siguientes, apariencia
o morfologia, produccion de biomasa, porcentaje de acumulacion de agua y produccion de
compuestos (perfiles por cromatografia en capa fina).

Para el célculo del porcentaje de acumulacién de agua se realizo con los datos de los pesos de
la biomasa en fresco (PF) y en seco (PS) de los callos a los 21 dias de su subcultivo en los medios

modificados, como se muestra en la siguiente formula (155):

N PF —PS
% Acumulacion de agua = [T X 100

7.4. Extractos organicos de planta silvestre y biomasa de cultivos de callo

La parte aérea de la planta silvestre fue separada en tallos y hojas, cada érgano de planta fue
secado por separado a la sombra, a una temperatura de 18+3 °C por 3 dias, sobre camas de papel
periddico en un cuarto ventilado, posteriormente se pulverizaron las hojas con ayuda de un mortero
y los tallos en un procesador de alimentos (Nutribullet®, NB-101B) para facilitar la trituracion del
material y obtener particulas de menor tamafio.

La biomasa de las hojas se peso y se colocd en un matraz de 2 L para la extraccion seriada con
solventes organicos de menor a mayor polaridad, para lo cual se agregaron 500 mL de hexano
(Hex), se macerd la biomasa durante 72 h y se recupero la fase liquida, este proceso de realizé dos
veces mas con el mismo solvente para después utilizar la misma biomasa y agregar 500 mL de

acetato de etilo (AcOEt) y repetir el procedimiento, al finalizar los macerados con AcOEt se
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agregaron 500mL de metanol (MeOH) a la biomasa utilizada anteriormente y se repitié el
procedimiento hasta completar tres maceraciones.

La biomasa de los tallos fue sometida al mismo procedimiento de pesaje y extraccion seriada
con solventes organicos de menor a mayor polaridad, realizando tres macerados de 72 h para cada
solvente y utilizando la misma biomasa recuperada del solvente anterior.

En el caso de los callos obtenidos, la biomasa fue colocada dentro de una caja Petri de vidrio
con papel filtro en la base y fue secada en un horno de secado horizontal (Ecoshel, Modelo 9023A)
a 50 °C por 12 h, una vez secos se procedid directamente la trituracion y maceracion en solventes
organicos, siguiendo el mismo procedimiento que se utilizé para los 6rganos de la planta silvestre.

Las fases liquidas resultantes de cada maceracion se filtraron a través de papel filtro Whatman
1 (tamafio de poro de 11 um, flujo medio) para eliminar residuos de biomasa y se concentraron en
un rotaevaporador (Prendo, D-402-10). Los extractos resultantes se reunieron por polaridad del
solvente organico utilizado en la extraccién y 6rgano de la planta o linea de callo, para obtener un
total de tres extractos por cada érgano de la planta o linea de callo.

Los extractos se almacenaron en frascos de vidrio a temperatura ambiente hasta la evaporacion
total del solvente para obtener los pesos de cada extracto concentrado o seco y se comparé con el
peso de la biomasa seca inicial de la planta silvestre para obtener el rendimiento mediante la

férmula (156):

o Peso seco del extracto
%Rendimiento = - X 100
Peso seco de la biomasa
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7.5. Perfiles cromatograficos

75.1. Cromatografia en capa fina

Los extractos fueron evaluados mediante CCF utilizando cromatoplacas de silica gel 60 Fass
Supelco®. Se colocaron muestras de cada extracto en las placas y posteriormente se realizo la
elucidn en sistemas de polaridad creciente Hex-AcOEt 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, seguidos
de un sistema 100:0 de diclorometano (CH2Cl2) y de ser necesario se utilizaron sistemas 90:10,
80:20, 70:30, 60:40 y 50:50 de CH2Cl>-MeOH, hasta la completa elucion de los compuestos, con
la finalidad de obtener los perfiles cromatogréaficos de cada extracto considerando su polaridad.
Finalmente, las placas fueron reveladas en luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y onda larga
(365 nm) para determinar la presencia de compuestos con enlaces conjugados de diferente
polaridad en cada extracto, asi como con sulfato cérico amoniacal (SCA) como revelador quimico

universal para identificar compuestos con grupos hidroxilo (alcoholes y polialcoholes) (157).

7.5.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Se realizo la identificacion de los compuestos presentes en mayor abundancia mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en colaboracion con el
laboratorio 307 de fitoquimica del Centro de Investigaciones Quimicas de la UAEM a cargo de la
M. en C. Silvia Marquina Bahena.

Las muestras de los extractos fueron disueltas en solventes grado reactivo a una concentracion
de 4 mg/mL, los cuales fueron inyectados en el equipo de cromatografia. Los extractos de hexano
se disolvieron en diclorometano, los de AcOEt y metanol en su solvente de procedencia, estos
fueron analizados en un cromatografo de gases HP Agilent Technologies 6890 acoplado al detector
de masas HP Agilent de cuadruplo MSD 5973. Utilizando Helio en una columna capilar Agilent

HP-5MS (5% fenil-metilpolisiloxano, 30 m longitud, 0.32 mm didmetro interno, 0.50 um grosor,
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temperatura de -60 hasta 350 °C), a una temperatura inicial de 40 °C con un aumento progresivo
hasta 280 °C, el tiempo por corrida fue de 50 min. En cuanto al espectrometro de masas se utilizé
impacto positivo con energia de ionizacion a 70eV. Se manejo el monitoreo selectivo de iones
(SIM) para la deteccion, los picos fueron identificados y cuantificados mediante los iones de
fragmentacion, los cuales se compararon con la biblioteca de datos NIST 14 (National Institute of

Standard and Technology) con un factor de coincidencia superior al 80%.

75.3. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

También se realizé cromatografia de liquidos (HPLC) para las muestras de metanol, debido a
la polaridad alta de los compuestos presentes en estos extractos, en colaboracion con el Dr.
Manasés Gonzalez Cortazar del Laboratorio de fitoquimica del CIBIS. Para lo cual se utilizé un
modulo de separacion Waters 2695 equipado con un detector de matriz de fotodiodos Waters 996
y el software Empower Pro (Waters Corporation). La fase estacionaria consistié en una columna
de fase reversa Discovery C18 Supelco (250 x 4 mm, 5 um) y la fase mévil consistié en el sistema
A (agua grado HPLC con 0.5% &cido trifluoroacético o TFA) y sistema B (acetonitrilo) en
gradientes de: 0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B; 4-20 min, 30% B; 21-23 min, 50% B; 24-25 min,
80% B; 26-27 min, 100% B; 28-30 min, 0% B. El volumen de inyeccion de los sistemas fue de 10
pL, manteniendo un flujo de 0.9 mL/min durante 30 min, la muestra fue inyectada a una

concentracion de 2 mg/mL. La absorbancia fue medida a 360 nm.

7.6. Evaluaciones biologicas

Las evaluaciones biologicas se realizaron por colaboracion empleando los métodos

establecidos y estandarizados en los laboratorios de investigacion.
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Para la evaluaciéon de la actividad antioxidante in vitro se colabord con la Dra. Valery
Dominguez Villegas en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica de la Facultad de Quimica
de la UAEM.

En cuanto a la evaluacion de la actividad antibacteriana y antifangica in vitro, se realiz6 en
colaboracion con la Dra. Virginia Mandujano Gonzélez en las instalaciones del Departamento de
Biotecnologia de la UTC y con la Dra. Maria Crystal Columba Palomares en el Laboratorio de
Quimica de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia, UAEM.

Finalmente, la evaluacion del efecto cicatrizante in vivo se realizé en el Laboratorio de
Electrofisiologia y Bioevaluacion Farmacoldgica de la Facultad de Medicina de la UAEM en
colaboracion con el Dr. Juan José Acevedo Fernandez y la Dra. Elizabeth Negrete Leon.

Cabe destacar que las actividades bioldgicas fueron evaluadas solamente para los extractos de

hojas y tallos de la planta silvestre.

7.6.1. Pruebasin vitro

7.6.1.1. Potencial antioxidante

Se empled el ensayo de DPPH (hidrato 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, Sigma-Aldrich Chemie),
descrito por Dominguez-Villegas et al. (2013) para determinar la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos de la planta silvestre de E. canadensis, ya que este método permite medir la
capacidad de las moléculas para inhibir directamente la estructura de los radicales libres al ser
donadores de atomos de hidrogeno.

Para ello las muestras al igual que el radical DPPH se disolvieron en etanol absoluto. De los
extractos de la planta silvestre se prepard una solucion de 20 mg/mL, utilizando bafio de
ultrasonicacion y bafos agua caliente (40°C) para disolver completamente las muestras, y tomar

las alicuotas del stock necesarias para preparar las soluciones problema a concentraciones de 1000
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ppm, 100 ppmy 10 ppm (equivalentes a 1000, 100 y 10 mg/L). Como control positivo se utilizaron
soluciones de quercetina a 1000 ppm, 100 ppm y 10 ppm. A 0.5 mL de estas soluciones se les
agreg6 1.5 mL de la solucion de DPPH (50 uM) y de la misma manera se prepardé la muestra
blanco, utilizando etanol absoluto y el radical DPPH, todas las soluciones se almacenaron en
condiciones de oscuridad por 90 min para finalmente realizar las lecturas en un espectrofotometro
Genesys 20 a 517 nm por triplicado (n=3).

Las absorbancias de la muestra blanco (4B) al tiempo cero y de la muestra de extracto (4M)
después del tiempo de almacenamiento (90 min se utilizaron para calcular los porcentajes de
inhibicion del radical libre (DPPH) mediante la formula siguiente (158):

AB — AM

%inhibicién = I i5 l x 100

7.6.1.2. Actividad antimicrobiana

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se utilizaron las cepas bacterianas:
Escherichia coli (Gram -, ATCC 25922 y ATCC 8739), Staphylococcus aureus (Gram +, ATCC
25923 y ATCC 6538), Staphylococcus aureus metilcilin-resistente (Gram +, ATCC 43300),
Salmonella typhimurium (Gram -, ATCC 14028), Streptococcus pyogenes (Gram +, ATCC 19615)
y Pseudomonas aeruginosa (Gram -, aislado clinico), las cuales han sido reportadas en problemas
gastrointestinales y urinarios (159); asi como la levadura Candida albicans (aislado clinico) la cual
causa infecciones en las mucosas gastrointestinales y genitales (160). Y se realizaron las

evaluaciones in vitro mediante las pruebas de susceptibilidad con discos y difusion en medio.

Para la prueba de susceptibilidad por disco difusiéon Kirby-Bauer (161), las cepas
previamente activadas en medios liquidos, EC con MUG para E. coli (ATCC 25922), caldo soya
tripticaseina para S. aureus (ATCC 25923) y caldo dextrosa-papa para C. albicans (aislado
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clinico), se sembraron en medio Mueller-Hinton (MH) mediante estria cruzada para la obtencion
de colonias, estas fueron disueltas en solucion salina 0.9% y ajustadas al estandar McFarland 0.5
(equivalente a 1.5x108 UFC/mL) a una absorbancia entre 0.08 y 0.13 en longitud de onda de 625
nm. El estandar de cada microrganismo fue sembrado nuevamente en cajas Petri con agar MH con

un isopo estéril, dispersando en toda la superficie del agar.

Los extractos de hexano y AcOEt se disolvieron en los solventes de procedencia, mientras que
los extractos de metanol se disolvieron en agua; de cada extracto se prepararon soluciones
problema de 100, 50, 25y 12.5 mg/mL, las cuales se adicionaron a discos estériles de papel filtro
de 6mm de didmetro en una cantidad de 10 pL, ademas se prepararon de las misma forma discos
con los antibidticos gentamicina 80 mg/mL, estreptomicina 500 mg/mL vy fluconazol 2 mg/mL,
como controles positivos para la inhibicién del crecimiento de E. coli, S. aureus y C. albicans,
respectivamente, y los discos con los controles negativos, que fueron los disolventes utilizados
para los extractos (hexano, acetato de etilo y agua).

Los discos con las muestras de extracto y controles se colocaron en la superficie del agar MH
previamente inoculado. Las cajas se incubaron a 37°C por 24 h y se midieron los halos de

inhibicién (mm) con un Vernier.

También se realiz6 el método de microdilucién en caldo para obtener las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) empleando la metodologia reportada en el M100S Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (162) en las cepas E. coli (ATCC 8739), S.
aureus (ATCC 6538), S. aureus metilcilin-resistente (ATCC 43300), S. typhimurium (ATCC
14028), S. pyogenes (ATCC 19615) y P. aeruginosa (aislado clinico).

Para ello, se prepararon los extractos a concentraciones de 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62,

7.81 y 3.9 pg/mL, partiendo de una solucién stock de concentracion 1000 pg/mL realizando
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diluciones con DMSO 10%. Como control positivo se utilizd gentamicina en concentraciones de
20 a 0.16 pg/mL. El in6culo de cada cepa bacteriana se prepar6 en solucién salina 0.85% y se
ajustd visualmente al tubo 0.5 del Nefelémetro de McFarland (1.5x108 UFC/mL), estos se
diluyeron 1:100 en caldo MH, teniendo una concentracion final de 5x10° UFC/mL.

Se utilizaron placas de 12 x 8 pozos, utilizando una fila de pozos como el control de
crecimiento positivo (100 uL de caldo mas 100 uL de indculo) y otra como control de esterilidad
(200 pL caldo), en el resto de pozos se colocaron las diferentes concentraciones de los extractos
(100 pL esterilizados por filtracion, filtro Corning® de 0.20 um) y se les adicionaron 100 uL de
los indculos, las placas se incubaron durante 24 h a 37°C.

Para determinar las CMI se agregaron 10 pL de la solucién MTT (0.4 mg/mL) a los pozos
después de las 24 h de incubacion y se comparé visualmente con el control de crecimiento positivo,
en el cual el color es azul violeta debido a la presencia de células que realizan la respiracion celular,
aquellos pozos con cambio de color a amarillo se consideraron como las concentraciones que
inhibian la actividad metabdlica de las bacterias, el valor de CMI se reporté en pg/mL

considerando la concentracion mas baja en la que se observo el cambio de color (163).

7.6.2. Pruebasin vivo

7.6.2.1. Actividad cicatrizante

La evaluacion del efecto cicatrizante se realiz6 con ratones CD1 macho de 20 £2 g, mantenidos
en condiciones medioambientales controladas de temperatura (21+£1°C), humedad relativa (55%)
y fotoperiodo (12 h luz), alimentadas con pellets estandar (Rodent diet, Circulo ADN S.A. de C.V.)
y en todo momento con agua disponible.

Los procedimientos realizados fueron apegados a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-
1999, para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio, ademas, el Comité para el
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Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CCUAL) de la Facultad de Medicina de la UAEM,
aprobd el protocolo para el ensayo cicatrizante.

Para realizar el ensayo, los ratones fueron sedados mediante inyeccidn intraperitoneal de 1 mL
de pentobarbital inyectable Aranda® por gramo de peso para afeitar la region dorsal y realizar la
incision de 5 mm de diametro.

Partiendo de 1 y 5 mg de los extractos organicos se prepararon soluciones stock de 1 mL,
disolviendo el extracto MeOH en agua y el extracto AcOEt en agua con 100ul de DMSO para
lograr la disolucion completa. Como controles negativos se utilizaron agua destilada sola 'y con el
vehiculo, KitosCell-Q® (fenil metil piridona, 8 g) disuelto en agua destilada como control positivo
en una concentracion de 5 mg/mL. y los extractos organicos obtenidos de la planta silvestre a 0.01
y 0.05 mg por aplicacion.

Para cada aplicacion de tratamiento se colocaron 0.01 mg y 0.05 mg de los extractos disueltos
con una micropipeta de 10 pL en la herida de forma topica en los dias 0, 1, 3y 6. El cierre de las
heridas se monitore6 al dia 0, 1, 3, 6, 8, 10 y 13 de haber realizado la incisién con una cadmara para
microscopio AmScope MU1000 de 10mp.

De cada unidad experimental (herida dorsal del ratén) se tomaron cinco fotografias y de cada
fotografia se realizaron cinco mediciones de area con el programa Image J. EI promedio de las
mediciones por fotografia para los diferentes dias (Xfpi.,) S€ Utilizd para obtener el area

normalizada con la formula siguiente (164):

ffDl’a x (100)

Area normalizada = —
fol’a 0

Finalmente, se obtuvo el promedio de las repeticiones (las areas normalizadas de cada unidad
experimental) para obtener las gréficas de reduccion de la herida durante los 13 dias de monitoreo.

Finalizado el ensayo los ratones fueron sacrificados en cdmara de CO; y cabe destacar que se
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redujo el nimero de animales utilizados en medida de lo posible para realizar la evaluacion del

efecto cicatrizante.

7.7. Analisis estadistico

Para determinar la existencia de diferencias significativas se realizaron las pruebas estadisticas
de Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos obtenidos en las pruebas de desinfeccion,
germinacién, induccién de callo, acumulacion de agua y potencial antioxidante, asi como ANOVA
de una via en los datos paramétricos obtenidos de las biomasas de callos, halos de inhibicion en la
actividad antimicrobiana y areas normalizadas en la actividad cicatrizante. Mientras que para
determinar los tratamientos diferentes en cada grupo de datos evaluado se realizo la pruebas Tukey
a 95% de confianza (0=0.05).

El andlisis estadistico y la presentacion en graficas se realiz6 con el programa GraphPad Prism
9.3.0 (Dotmatics), corroborando la informacién estadistica con el programa NCSS 2020 (NCSS

Statistical Software).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en el trabajo se sigui6 la metodologia antes
descrita y en resumen se presentan las técnicas y procedimientos empleados con los principales
hallazgos en cuanto al cultivo in vitro e induccién de callo, comparacion de la fitoquimica de la
planta silvestre y las lineas de callo, asi como en las evaluaciones bioldgicas (Figura 10), los cuales

se describen y analizan en extenso en los siguientes apartados.

Desinfeccién de 88% de Internodo con
semillas con — germinaciénin — Induccién de callo —— 0.1mg/LPIC+10
NaClO al 1% vitro 2mg/L BAP
Planta silvestre l

Obtencién de . Modificacion de
6 lineas de callo
extractos — o +——  sales basalesy
. en mantenimiento
organicos azucares

|
: !

Tallos y hojas ——

Capa fina:

Antimicrobiano:

Evaluaciones

Antioxidante

diferencias entre

Car.idida biologicas (DPPH): Extracto Cromatografia [t
albicans, tallo-AcOE y cultivos de callo
Streptococcus l l
pyogenes,
Pseudomonas Cicatrizante GS-MS: .
aeruginosa'y (Excision en Diferencias entre HPLC: Presencia
Staphylococcus ratones CD1): sin partes de la fe eompysete
T actividad planta, nuevos polares
compuestos

Figura 10. Resumen de los resultados.

8.1. Material vegetal

Para la obtencién del material vegetal requerido para el establecimiento de los cultivos in vitro
y la extraccion de los compuestos de E. canadensis se realizaron colectas en los meses de enero y
marzo de 2023 en las cercanias al area habitada de Tetela del Volcan (Figura 11) se identificaron
ejemplares en estado vegetativo y reproductivo para ambos meses (Figura 12), haciendo evidente
que la floracion puede ocurrir también en los meses de crecimiento vegetativo (marzo a junio)

(81), llegando a encontrar inflorescencias hasta finales de marzo, lo que permitio la colecta de

51



hojas y tallos para la obtencidn de extractos organicos de la planta silvestre en estado vegetativo y

de aquenios maduros para el establecimiento del cultivo in vitro mediante la germinacion.

Jumiltepe« 1
14 enero

Huepalcalco 14 enero

28 enero
26 marzo
La Cebada Huejotengo
82

28 enero

(®

26 marzo

e 3
Ocuituco La Ixtla

26 marzo
4

Tkme El Chupz 26 marzo

Figura 11. Sitios de colecta de E. canadensis.
Sitio 1: 18.892465, -98.718273. Sitio 2: 18.888082, -98.725362. Sitio 3: 18.894588, -98.723248. Sitio 4:
18.882834, -98.766206.

Figura 12. Ejemplares de E. canadensis in situ.
Fase de crecimiento activo o estado vegetativo (a) y floracion (b).
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8.2. Propagacion in vitro

8.2.1. Desinfeccion

Para el establecimiento de los cultivos in vitro se utilizaron las semillas previamente
colectadas, las cuales fueron desinfectadas antes de ser sembradas en condiciones estériles, para
ello se plantearon dos tratamientos de desinfeccion, los cuales al dia 20 después de la siembra
muestran un 100% de desinfeccion en ambos casos, por lo que no se encontraron diferencias
significativas, sin embargo, el porcentaje de germinacion fue significativamente diferente como se

muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Porcentaje de desinfeccion y germinacion de las semillas.

Tratamiento % Desinfeccion % Germinacion
A 100+ 0 88 + 13.04*
B 100 +0 40 +£7.07

Los valores presentan la media + desviacion estandar de los datos obtenidos al dia 2, n=5. *: tratamiento
con la media més alta, significativamente diferente con p-value>0.05 para el porcentaje de desinfeccién
y p-value<0.008 para el porcentaje de germinacion. Prueba de Kruskal-Wallis y Tukey.

Utilizando el tratamiento A fue posible obtener desde un 67% hasta 100% de germinacion,
mientras que el tratamiento B permitié un porcentaje de germinacion de 33% a 47% como maximo,
evidenciando las diferencias significativas entre ambos tratamientos de germinacion Ademas, al
final de los 30 dias de monitoreo las plantulas del tratamiento A exhibieron mayor tamafio con
6rganos mas desarrollados, asi como una talla superior a comparacion de las plantulas del

tratamiento B, las cuales mostraron hojas de menor tamario, de coloracion tenue, internodos cortos,

menor cantidad de raices y de poca longitud (Figura 13).
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Figura 13. Diferencias morfolégicas de las plantulas obtenidas.
Tratamientos A (a) y B (b) de desinfeccién al dia 30.

Estas diferencias en el porcentaje de germinacion y en la morfologia de las plantulas entre los
tratamientos pueden estar relacionadas al tiempo de exposicion y concentracion de NaClO
empleadas para la desinfeccion, ya que fueron las variables a considerar, en cuanto a los tiempos
de lavado con detergente, etanol 70% y agua, e incluso las condiciones de siembra y
mantenimiento fueron las mismas para ambos tratamientos. Por lo que se propone el aumento en
la exposicidn al NaClO como principal causa de la disminucidn en la germinacién en el tratamiento
B, a pesar de que la concentracién de NaCIlO fue menor que en el tratamiento A.

Reportes de otras especies han mostrado resultados similares a los observados en E.
canadensis, por ejemplo, en semillas de Trichocentrum jonesianum (Orchidaceae), la viabilidad
se vio afectada al ser expuesta a NaClO 0.1% durante 7 min (165), a pesar de que la concentracién
de NaClO es similar a la del tratamiento A, en E. canadensis no se observaron dificultades para la
germinacion. Para Oncidium bifolium (Orchidaceae) se observé que el aumentar la concentracion
de NaClO disminuye la germinacion (166) al igual que en Linum usitatissimum (Linaceae), el
aumento de la temperatura de desinfeccion disminuye significativamente la germinacion (167).

Mientras que en un estudio con Allium cepa y Latuca sativa se identificaron aberraciones
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cromosomicas en células meristematicas causadas por la exposicion a hipoclorito de sodio como
agente desinfectante (168).

Por otra parte, en Aster pyrenaeus (Asteraceae) se identificé el tamafio del aquenio (grande) y
la coloracion (oscura) como factores que aumentan el porcentaje de germinacion, asi como el
mantenimiento en un fotoperiodo de 12 h luz a una temperatura de 20 °C (169), sin embargo, en
el caso de E. canadensis no se realizé una separacion de los aquenios por tamafio o coloracion.

En caso de la contaminacion persistente por bacterias, el tiempo de lavado en detergente puede
aumentarse de 20 a 25 min, o bien aumentar la cantidad de cloro comercial de 20 a 25% para
reducir la contaminacion, se probé afiadiendo agua oxigenada comercial con 2.5-3.5% de perdoxido
de hidrégeno (170), sin embargo, la contaminacidn persistid, por lo que se propone utilizar HgCl>
como agente desinfectante ya que ha permitido la obtencidn de cultivos asépticos en otras especies

de la familia Asteraceae (171,172).

8.2.2. Propagacién
El monitoreo semanal de la germinacion y desarrollo permitié identificar las siguientes fases

fenoldgicas en condiciones in vitro (Figura 14):

a) Germinacion: cambio de coloracion del aquenio, de color café o marrén a verde debido
a la emergencia de la plumula entre el tercer y quinto dia.

b) Desarrollo de los primeros 6rganos: en E. canadensis las hojas son el primer 6rgano
que se desarrolla, entre los dias cinco y ocho se puede apreciar el desarrollo de las dos
hojas primordiales (originadas de los cotiledones).

c) Plantulas: después del desarrollo de hojas primordiales emerge la raiz y continua la

elongacion del tallo con el desarrollo de las hojas del follaje entre el dia ocho y quince.
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d) Floracion: Si el cultivo se mantiene por mas de un mes después del subcultivo de las
plantulas, los tallos comienzan a ramificarse y generar inflorescencias, que se

desarrollan hasta la apertura de las flores.

b

Figura 14. Desarrollo de las plantulas de E. canadensis in vitro.
Germinacion (a), emergencia de las primeras hojas (a y b), desarrollo de raiz y elongacién de tallo (c),
floracion (d).

La floracion en condiciones in vitro esta relacionada al fotoperiodo (principalmente el uso de
16 h luz), reguladores del crecimiento, concentraciones altas de nitrdgeno o sacarosa en el medio
y cambios de temperatura (vernalizacién), principalmente (173), por lo que descubrir la causa de
la floracién in vitro de E. canadensis requiere la realizacion de experimentos variando el
fotoperiodo, la concentracion de sales del medio basal y la concentracién de sacarosa, ya que son
las condiciones que se mantuvieron constantes durante la propagacion de la especie.

Por otra parte, se observd que la floracion retarda la elongacion del tallo y el crecimiento de
las hojas, por lo que las plantas ya no eran viables para la toma de explantes, de tal forma que fue
necesario tomar las plantulas que se encontraban en estado vegetativo y en activo crecimiento

(aproximadamente dos semanas después del subcultivo) para la induccién de callo.
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8.3. Induccién de callo

Partiendo de las plantulas obtenidas desde la germinacion se establecid el cultivo de callos.
Para ello, se utiliz6 como antecedente el balance auxina:citoquinina de 1mg/L de Picloram y 0.1
mg/L de KIN o BAP para obtener callos friables de Conyza filaginoides (153) (género en el que
se agrupaba anteriormente E. canadensis), por lo que en el presente estudio se ampliaron las
concentraciones de estas hormonas para obtener lineas de callo friable.

Se identificaron 8 tratamientos (T2, T3, T5, T6, T12, T14, T15y T16) como formadores de
maés de un 50% de callo friable en alguno de los explantes y que sobrevive mas de 30 dias (Tabla
8); sin embargo, después de realizar el subcultivo de los callos, solamente los procedentes de los
tratamientos T5 y T6 de explante internodal fueron capaces de sobrevivir y continuar su
crecimiento, a pesar de haberse observado el desarrollo de callo en todos los explantes de hoja del
tratamiento T5 y en los tres tipos de explante del tratamiento T6 con una mayor frecuencia en los

explantes de raiz.

Tabla 8. Formacidn de callo al finalizar los 30 dias de cultivo por explante.

. Explante

Tratamiento RCV Hoja Internodo Raiz
T0 Control 0+0° 0+0¢ 0+0°
T1 0.1 mg/L PIC + 0.1 mg/L KIN 0+0° 0+0¢ 0+0°
T2 0.1 mg/L PIC + 1.0 mg/L KIN 60+10° 0+0¢ 90+7.07°
T3 0.1 mg/L PIC + 2.0 mg/L KIN 62.5+12.58° 0+0¢ 100+0?
T4 0.1 mg/L PIC + 0.1 mg/L BAP 0+0° 0+0¢ 0+0°
T5 0.1 mg/L PIC + 1.0 mg/L BAP 10002 96.75+6.52 0+0°
T6 0.1mg/L PIC + 2.0 mg/L BAP 73.33+11.54° 87.5+9.572b 90+7.07°
T7 1.0 mg/L PIC + 0.1 mg/L KIN 0x0° 0+0¢ 0+0°
T8 1.0 mg/L PIC + 1.0 mg/L KIN 0x0° 0+0¢ 0+0°
T9 1.0 mg/L PIC + 2.0 mg/L KIN 0+0° 0+0¢ 0+0°
T10 1.0 mg/L PIC + 0.1 mg/L BAP 0+0° 0+0¢ 0£0°
T11 1.0 mg/L PIC + 1.0 mg/L BAP 0+0° 33.33+11.54¢ 0+0°
T12 1.0 mg/L PIC + 2.0 mg/L BAP 0x0° 62.5+15° 0+0°
T13 2.0 mg/L PIC + 0.1 mg/L KIN 0x0° 0+0¢ 0+0°
T14 2.0 mg/L PIC + 1.0 mg/L KIN 0+0° 67.33+6.35" 0+0°
T15 2.0 mg/L PIC + 2.0 mg/L KIN 0+0° 80+18.25" 0+0°
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T16 2.0 mg/L PIC + 0.1 mg/L BAP 0+0° 67.5+9.57" 0+0°
T17 2.0 mg/L PIC + 1.0 mg/L BAP 0+0° 004 0+0°
T18 2.0 mg/L PIC + 2.0 mg/L BAP 0+0° 004 0+0°

Los valores reportados corresponden al porcentaje de formacion de callo + desviacion estandar, n=5.
tratamiento con la media més alta, letra similar indica que no hay diferencias significativas entre ellos, el
orden de las letras en superindice indican las medias en orden decreciente con diferencias significativas.
p-value<0.02 para explantes de hoja y raiz y p-value<0.007 para explantes de internodo. Prueba de
Kruskal-Wallis y Tukey.

De forma general, el explante de internodo formé callo en un mes en el 38.88% de los
tratamientos, mientras que de los explantes de hoja y raiz se obtuvo callo en 22.22% y 16.66% de
los tratamientos, respectivamente. Sin embargo, la literatura reporta que el tipo de explante, los
RCV, sus concentraciones y la especie vegetal son factores determinantes para obtencion de callo.
Particularmente, especies pertenecientes a la familia Asteraceae de las que se han establecido
cultivos de callo en medio basal MS suplementado con hormonas, tales como Vernonanthura
patens, en la cual utilizar 2,4-D (0.5 mg/L) y BAP (1 mg/L) induce callo friable en explantes de
hoja (174) mientras que en Cichorium intybus se formaron al emplear ANA (0.5 mg/L) y BAP (1
mg/L) (175) y en Artemisia arborescens el callo se formo en condiciones de oscuridad con KIN
(2 mg/L) y ANA (1 mg/L), asi como en fotoperiodo de 16 h luz con BAP (2 mg/L) y ANA (1
mg/L) (172). Por otra parte, el explante de internodo de Artemisia scoparia formd callo en
tratamientos con KIN (0.5 mg/L) y AIB (1 mg/L) (176), en Artemisia ludoviciana los explantes
internodales formaron callo en condiciones de oscuridad y fotoperiodo de 16 h luz con BAP (0.1
mg/L) y PIC (1 mg/L), mientras que los explantes de raiz lo hicieron en tratamientos con KIN (0.1
mg/L) y 2,4-D (1 mg/L), tanto en oscuridad como en fotoperiodo de 16 h luz, y con KIN (0.1
mg/L) y PIC (1 mg/L) en condiciones de oscuridad (177).

En todos los tratamientos se obtuvieron callos con variaciones de color del verde al blanco y
algunas veces con ligera coloracion café. Los callos de hoja fueron ligeramente mas compactos en

comparacion con los obtenidos de explantes de internodo y raiz, a pesar de tener resistencia a la
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oxidacion en los primeros dias de cultivo no sobrevivian los 30 dias de cultivo (Figura 15%),
mientras que los callos formados de internodos presentaban apariencia mas suave y de color
blanco, ademas resistieron de mejor manera la oxidacion (Figura 15b), a diferencias de los callos
de raiz, los cuales, desde los primeros dias de formacidn, comenzaban a presentar oxidacion a

pesar de su apariencia suave y colores claros (Figura 15c).

&
b

£~

Figura 15. Inicio de la formacion de callo.
Explantes de hoja (a), internodo (b) y raiz (c).

Solamente los explantes de internodo de los tratamientos T5y T6 con 0.1 mg/L de PIC + 1y
2 mg/L de BAP respectivamente, formaron callo friable de consistencia suave y color blanco a
verde, con pocas diferencias morfologicas apreciables (Figura 16), destacando que el tratamiento
T5 presenta oxidacion del tejido con mayor frecuencia que el tratamiento T6. Los callos de estos
tratamientos son capaces de resistir los subcultivos y continuar su crecimiento, por ello estas lineas

fueron mantenidas para la obtencion del material inoculado en los tratamientos siguientes.

Figura 16. Callo obtenido de internodo.
T5 con 0.1 mg/L PIC + 1.0 mg/L BAP (a) y T6 con 0.1 mg/L PIC + 2.0 mg/L BAP (b).
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Cabe destacar que, en las dos lineas de callo que se mantienen, la relacién auxina:citogquinina
es baja, puesto que tanto T5 como T6 contienen la menor concentracion de la auxina PIC (0.1
mg/L) pero las dos concentraciones mas altas de la citoquinina BAP (1 mg/L y 2 mg/L
respectivamente). Sin embargo, aumentar la concentracion de la auxina PIC a 1 0 2 mg/L no
favorece la produccion de callo, puesto que el explante muere debido a la oxidacion, suceso que
también ocurre con el callo recién formado dentro de las primeras dos semanas. Aunado a esto, se
observo que los tratamientos con Kinetina no sobreviven al subcultivo después de los 30 dias de
cultivo.

El picloram es una auxina sintética también utilizada como herbicida contra dicotiledoneas y
plantas lefiosas principalmente (178), sin embargo, para la formacion de callo se han utilizado 0.5
mg/L en Mucuna pruriens (179) y 1 mg/L en Gerbera jamesonii (180) sin efectos adversos, asi
como 2.5 mg/L PIC en combinacion con 0.5 mg/L de Thidiazuron (TDZ) en Siraitia grosvenorii
(181).

Por otra parte, en cultivos in vitro de brdcoli, las concentraciones de 1.0-2.0 mg/L de BAP en
combinacion con 1.0 a 3.5 mg/L de AIB permite la formacion de callo y el tratamiento con 1.0
mg/L BAP + 1.5 mg/L AIB permitié la mayor produccion de biomasa, sin embargo, las
concentraciones con mayor cantidad de AIB (1.0-3.5 mg/L) en combinacion con BAP (1.0-2.0
mg/L) inducen la formacion de hojas (182).

En cuanto a la iluminacién, se observo que durante los primeros meses de cultivo la escasez
de iluminacion ocasiona la oxidacion del tejido durante la fase de crecimiento (Figura 17), por lo
gue se mantuvieron en un fotoperiodo (16 h luz) con iluminacion directa, condiciones similares a
las empleadas en la germinacion y crecimiento de las plantulas para evitar la oxidacion completa

del tejido. Si bien la variacion en la iluminacion es un factor que puede o no favorecer la formacion
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de callo, también se ve afectada la morfologia de los callos y la produccién de compuestos (183—

185).

Figura 17. Tejido calloso oxidado.

A pesar, de que las condiciones de mantenimiento fueron similares durante todo el proceso de
induccidén y crecimiento del callo, se observd la presencia de hojas y callo con menor friabilidad
(Figura 18), por lo que se modifico la concentracion de sales basales y azucares con la finalidad

de obtener callos friables no organogénicos.

Figura 18. Organogénesis indirecta en los cultivos T5 y T6.

De estos tratamientos adicionales, se observé que el peso fresco de los callos es mucho mas

variable que el peso seco y la acumulacién de agua, como se describe a continuacion.
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8.3.1. Efecto de las modificaciones al T5y T6 sobre los callos

Con la finalidad de evitar la organogénesis indirecta en los tratamientos T5 y T6, asi como
mejorar la consistencia friable de los callos se modificaron las concentraciones de sales basales
del medio MS, realizando la reduccion de macro y micronutrientes al 75, 50 y 25%, también se
aumento la cantidad de sacarosa (del 3 al 5%) y se probd la glucosa a 3% como una fuente de
carbono alterna.

Estas modificaciones se realizaron debido a que esta reportado que los azlcares actian también
como moduladores del desarrollo y crecimiento vegetal mediante la expresion geénica,
mantenimiento del potencial osmético y conservacién del agua dentro de las células, asi como el
almacenamiento de carbohidratos ocasiona la expansion de las células y en combinacion con RCV
inducen respuestas morfogénicas (186). Particularmente, la sacarosa, glucosa y fructosa son
consideradas moléculas que participan en el crecimiento, respuesta al estrés, mediacion de la
germinacion y fotosintesis, regulacion de la expresion génica y mantenimiento de homeostasis
osmotica (187).

En cuanto a los callos de E. canadensis, se realizaron las tomas de muestra de la misma
cantidad de frascos al dia 21 de haber realizado el subcultivo en el medio modificado, dado que en
dicho momento los callos han alcanzado su crecimiento méximo y aumentar el tiempo de
permanencia en el medio podria ocasionar la oxidacion del tejido.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9, donde se observa que existen diferencias
significativas en la produccion de biomasa fresca cuando se modifica la fuente de carbono y la
concentracion de sales del medio MS, notando que para los tratamientos con 3% y 5% de sacarosa
con el balance hormonal T5 se presentan una mayor produccion de biomasa fresca cuando el medio

MS esté en su 100% de sales basales, siendo de 79.20+£7.52 y 90.12+10.21 g/L respectivamente,
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mientras que en los tratamientos con glucosa el porcentaje de sales en 75% permite una mayor
obtencion de biomasa (63.62+19.89 g/L), sin embargo, considerando todos los tratamientos, es el
medio MS 100% con sacarosa al 5% el tratamiento que presenta una mayor produccion de biomasa
en fresco (90.12+10.21 g/L). Por otra parte, en el balance hormonal T6, la mayor produccion de
biomasa se logra en MS al 100% de sus sales basales con 3% de sacarosa (147.21+ 16.59 g/L) y
con 5% de sacarosa (129.54+9.51 g/L), superando incluso la mayor produccién observada en el
tratamiento T5. Por lo que, en cuanto a produccion de biomasa fresca, el tratamiento T6 con el

100% de la concentracidn de sales basales y 3% de sacarosa brinda una mayor cantidad.

Tabla 9. Peso de la biomasa fresca de los callos por tratamiento al dia 21.

Fuente de carbono Concentracién sales MS T5 T6
100% 79.20+7.52 147.21+16.59
Sacarosa 3% 75% 61.64+1.55 60.71+12.18*
50% 40.2245.45* 47.23+4.29*
25% 34.04+3.96* 40.84+4.88*
100% 90.12+10.21 129.54+9.51
Sacarosa 5% 75% 38.66+5.78* 55.35+2.48*
50% 30.75+6.08* 41.90+3.69*
25% 29.3245.63* 34.26+3.12*
100% 55.81+5.73* 72.02+15.39*
Glucosa 3% 75% 63.62+19.89 77.37+27.40%
50% 47.014+0.10% 67.01+5.29*
25% 29.29+4.10* 51.09+6.68*

Los valores reportados corresponden a la media del peso (g/L) del callo fresco + desviacion estandar, n=3.
*: tratamientos estadisticamente diferentes al tratamiento original (MS 100% + Sacarosa 3%), con un p-
value<0.0001 para T5y T6. ANOVA de una via y Tukey.

Ahora bien, considerando el peso seco de los callos, es posible conocer el o los tratamientos
que resultan en una mayor cantidad de insumo para la obtencién de los extractos organicos, por
ello en la Tabla 10 se analizan las lineas con una mayor produccion de biomasa seca, notando que

el comportamiento es muy similar, tanto para el T5 como para el T6, al observado en los graficos
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de biomasa fresca. También se observaron diferencias significativas con respecto a los

tratamientos originales con el 100% de sales MS y sacarosa al 3% en ambos balances hormonales.

Tabla 10. Peso de la biomasa seca de los callos por tratamiento al dia 21.

Fuente de carbono Concentracion sales MS T5 T6
100% 4.75+0.33 7.70x0.76
Sacarosa 3% 75% 3.78+0.07 3.72£0.66*
50% 2.67+0.32* 2.89+0.33*
25% 2.01+£0.23* 2.35+£0.18*
100% 7.22+0.42* 8.93+0.78
Sacarosa 5% 5% 3.46x0.45* 4.55+0.20*
50% 2.79£0.54* 3.82+0.33*
25% 2.53+£0.54* 2.94+0.31*
100% 3.47+0.28* 4.03£0.71*
5% 3.93+0.90 4.51+0.25*
Glucosa 3% 50% 2.95+0.06* 4.03+0.30*
25% 1.63£0.17* 2.91+0.33*

Los valores reportados corresponden a la media del peso (g/L) del callo seco * desviacion estandar, n=3.
*: tratamientos estadisticamente diferentes al tratamiento original (MS 100% + Sacarosa 3%), con un p-
value<0.0001 para T5y T6. ANOVA de una via y Tukey.

En cuanto a las variaciones del tratamiento T5 y T6 se observaron coincidencias en los
tratamientos que presentan mayor produccion de biomasa fresca y seca, sin embargo, es el
tratamiento T6 de MS 100% con 5% de sacarosa el que permite la obtencién de mas biomasa seca
(8.93+0.78 ¢/L), sequido del tratamiento T6 con MS 100% y 3% de sacarosa (7.70+0.76g/L),
superando incluso la biomasa producida por el tratamiento T5 de MS 100% con 3% de sacarosa
(4.75+0.33 g/L).

El aumento en la produccion de biomasa al aumentar la concentracion de sacarosa también ha
sido reportado para la especie Fagonia indica (Zygophyllaceae), obteniendo mayor biomasa en
los tratamientos suplementados con 5% de sacarosa, en la cual también la produccion de
compuestos fendlicos se vio favorecida al igual que en los tratamientos con glucosa 3% (188), sin

embargo, en Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) la concentracion de sacarosa al 3% resulta mejor para
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el crecimiento celular, mientras que la de 5% es mejor para la produccion de ginkgolidos (189),
asi como en el caso de Justicia gendarussa (Acanthaceae), donde la mayor produccion de biomasa
seca se da en el tratamiento con 3% se sacarosa, mientras que el peso fresco es mayor en el
tratamiento con el 2% de sacarosa (190). Por otra parte, en los callos obtenidos de Pistacia
lentiscus (Anacardiaceae), se observo que la glucosa no induce la formacion de callo como lo hace
la sacarosa en 1.5% y 3%, ademas de que las concentraciones de sales del medio MS mas
favorables fueron a 100% y 50% (191), a diferencia de Piper longum (Piperaceae), especie que es
capaz de formar callo en medio MS al 100%, 50% y 25% de sus sales basales (156).

Finalmente, se calculo el porcentaje de acumulacion de agua para identificar las lineas de callo
gue presentan consistencia friable. Destaca que en todas las lineas evaluadas el porcentaje supera

el 90% (Tabla 11).

Tabla 11. Porcentaje de acumulacion de agua en los callos por tratamiento al dia 21.

Fuente de carbono Concentracién sales MS T5 T6
100% 93.98+0.39 94.76+0.09
Sacarosa 3% 75% 93.86+0.16 93.84+0.13
50% 93.34+0.11 93.84+0.74
25% 94.09+0.13 94.21+0.24
100% 91.94+0.44* 93.11+0.12*
Sacarosa 5% 75% 91.03+0.38* 91.77+0.03*
50% 90.92+0.15* 90.86+0.04*
25% 91.38+0.30* 91.42+0.15*
100% 93.75+0.16 94.36+0.24
Glucosa 3% 75% 93.69+0.61 94.01+0.63
50% 93.71+0.13 93.97+0.38
25% 94.40+0.30 94.28+0.11

Los valores reportados corresponden al porcentaje de acumulacion de agua + desviacion estandar, n=3.
*: tratamientos estadisticamente diferentes al tratamiento original (MS 100% + Sacarosa 3%), con un p-
value<0.002 para T5 y T6. Prueba de Kruskal-Wallis y Tukey.

Los tratamientos no presentaron diferencias significativas, cuando el azlcar ya sea sacarosa 0

glucosa, estd al 3%, sin embargo, el aumento de la concentracion de sacarosa disminuye
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significativamente la acumulacion de agua en los callos, dando una consistencia mas dura, a
comparacion de los tratamientos con 3% del azUcar, los cuales presentan mayor acumulacion de
aguay, por tanto, una consistencia mas friable. Por otra parte, los tratamientos que mostraron los
valores mas altos, en sacarosa y glucosa al 3% corresponden a la concentracion de sales MS al 100
y 25%. Unicamente el tratamiento T6 con MS al 100% de la concentracion de sales y 3% de
sacarosa se encuentra como unos de los tratamientos con mayor produccién de biomasa fresca y
seca (147.21 g/L y 7.70 g/L, respectivamente) y con mayor acumulacion de agua (94.76%), por lo
que es una linea que serd mantenida debido a los beneficios que presenta en cuanto a produccion
para la obtencion de extractos.

Considerando los datos anteriores, en cuanto a produccion de biomasa y acumulacién de agua,
las lineas escogidas para su mantenimiento son las cultivadas en MS 100% con 3% y 5% de
sacarosa, asi como las de MS 75% con 3% de glucosa, de los balances hormonales T5y T6, ademas
las lineas con MS 25% de sales fueron descartadas debido a la oxidacion del tejido en los

subcultivos consecutivos y poca produccion de biomasa (Figura 19).

Figura 19. Oxidacion del tejido de los tratamientos con medio MS 25%.
T5 + 3% sacarosa (a); T5 + 5% sacarosa (b); T6 + 3% glucosa (c).

66



De las lineas de callo seleccionadas es notable que la apariencia es similar en cuanto al color
verde-amarillo que se presenta en la mayoria del callo, con algunas porciones de color blanco, asi

como la consistencia esponjosa Yy facilidad para ser disgregado durante los subcultivos.

Figura 20. Tratamientos T5 con mayor produccién de biomasa y acumulacién de agua.
MS 100% + 3% sacarosa (a); MS 100% + 5% sacarosa (b); MS 75% + 3% glucosa (c).

Las caracteristicas fenotipicas no permiten la identificacion de las lineas de callo entre si, sin
embargo, es notable que los tratamientos provenientes del balance hormonal T5 presentan con
mayor frecuencia secciones de callo oxidado (Figura 20), mientras que los callos provenientes el
balance hormonal T6 suelen ser mas estables en cuanto a coloracién blanco-verde y crecimiento

(Figura 21).

Figura 21. Tratamientos T6 con mayor produccion de biomasa y acumulacion de agua.
MS 100% + 3% sacarosa (a); MS 100% + 5% sacarosa (b); MS 75% + 3% glucosa (c).

Finalmente, las lineas que se conservan actualmente para la continuidad de los estudios son los

balances hormonales TS5 y T6 en medio de cultivo MS 100% con las 3 variantes de azUcares
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(sacarosa 3% y glucosa 3%) debido a que en los subcultivos siguientes fueron las mas estables al
no presentar formacion de érganos vegetales, menor grado de oxidacién, mayor crecimiento y

acumulacién de agua.

8.4. Extractos organicos de la planta silvestre

De forma paralela al estudio biotecnoldgico de E. canadensis, se realizd la exploracion
fitoquimica de la planta silvestre con la finalidad de conocer su perfil fitoquimico y tener un punto
de referencia para comparar con los cultivos de callo obtenidos.

Debido a que se realizaron dos colectas en momentos diferentes del afio (enero y marzo), se
verificd que el contenido de los extractos fuera similar entre si mediante CCF, como se muestra en
la Figura 22. Ya que los extractos de la colecta de enero (C1) y la colecta de marzo (C2) mostraron

perfiles similares se reunieron los extractos manteniendo la separacion por Organo vegetal y

polaridad.
Hexano AcOEt MeOH
Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo
i | Rf Rf T Rf
c1|]c2|cC|c C1.|€2 | €1.| €2 Cl | G | €1 |.€2
1.00
0.90 0.90
0.85
0.70
0.60 0.60
0.50
0.40
0.35
0.25
Sistemé 90:10 . Sistema 70:30 Sistema 70:30
Hex:AcOEt Hex:AcOEt CH,Cl,:MeOH

Figura 22. Placas cromatograficas de las colectas de planta silvestre.
Reveladas con luz UVasa.
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Una vez se reunieron los extractos, se realizo el calculo del rendimiento considerando la
biomasa fresca de la cual se obtuvieron los extractos y el peso final de los extractos, cuyos
resultados se presentan en la Tabla 9. Notoriamente, el mayor rendimiento se logré con metanol
para ambos 6rganos vegetales, sin embargo, la hoja presenté mayor acumulacion de compuestos,
puesto que el rendimiento promedio fue de 3.83%, mientras que el rendimiento promedio para

tallo fue de 3.01%.

Tabla 12. Peso y rendimiento de los extractos seriados obtenidos de la planta silvestre.

Parte usada Extracto Peso extracto (g) Rendimiento (%)
Hexano (Hex) 6.29 211
Hoja Acetato de etilo (AcOEt) 6.20 2.08
Metanol (MeOH) 21.83 7.31
Hexano (Hex) 1.66 0.54
Tallo Acetato de etilo (AcOEt) 1.99 0.65
Metanol (MeOH) 24.26 7.86

Los datos se presentan por solvente utilizado (de menor a mayor polaridad) por 6rgano de la planta
silvestre del que se obtuvo el extracto (hoja y tallo).

Los extractos presentaron diferentes consistencias y colores. Los extractos con hexano y
AcOEt fueron de color oscuro, diferencidndose en la consistencia aceitosa del primero y solida del
segundo, por su parte, los extractos con metanol fueron de consistencia similar a la miel, y

solamente el extracto de tallo present6 coloracion tenue (Figura 23).
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Figura 23. Apariencia de los extractos organicos obtenidos de la planta silvestre.
Por 6rgano: hoja (a) y tallo (b). Por orden de extraccion: hexano (1), acetato de etilo (I1) y metanol (I11).

El hexano es un solvente orgdnico de baja polaridad, por lo que algunas grasas, aceites
esenciales y otros compuestos naturales no polares son extraidos con este solvente (192), por ello
la consistencia aceitosa en ambos extractos y el bajo rendimiento. Por su parte, el AcCOEt es un
solvente de mediana polaridad, que permite obtener mejores rendimientos debido a que su
polaridad facilita obtener diversos compuestos de diferentes polaridades (terpenoides, glucdsidos,
quinonas y carbohidratos) (193-195), sin embargo, el metanol es un solvente muy polar y extrae
los compuestos mas polares de la planta (flavonoides, taninos, glucésidos, compuestos fenélicos
y aminoacidos), asi como azUcares ricos en grupos hidroxilo (195,196). Debido a la capacidad del
metanol de extraer los azUcares de las plantas es que se obtiene un mayor peso y rendimiento, ya

que son uno de los metabolitos primarios que se encuentran en mayor proporcion.

8.5. Perfiles cromatograficos de hojas y tallos de la planta silvestre

85.1. Perfiles cromatograficos por CCF
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Los extractos obtenidos fueron sometidos a analisis por cromatografia en capa fina fase
normal, lo que permitié un primer acercamiento al tipo de compuestos biosintetizados por la planta
silvestre.

En los extractos de hexano se identifico la presencia de compuestos de baja polaridad que
eluyen en sistemas poco polares, ademas de compuestos visibles en la luz ultravioleta de onda
corta (254 nm), onda larga (365 nm) y en el revelador quimico universal (SCA) (Figura 24). En el
extracto de hoja y tallo se presenta un compuesto mayoritario no visible en la luz UV3es (Rf 0.80),
sin embargo, el siguiente compuesto presente en ambos extractos (Rf 0.55) es mas visible en esta
longitud de onda, al igual que los dos ultimos compuestos en eluir (Rf 0.35 y 0.30). Es notorio que

la composicion quimica observada en la placa es similar entre ambos 6rganos de la planta.

Hexano
Hoja Tallo
UVyss UVsgs SCA | UV,s, UV  SCA

- i
Ii 'I’.‘.

Sistema 80:20 Hex:AcOEt

Rf

Figura 24. Perfiles cromatograficos de los extractos de hexano de hoja y tallo.

Por otra parte, en los extractos de AcOEt también se identificd la presencia de diferentes
compuestos que eluyen desde sistemas poco polares hasta sistemas de polaridad alta (Figura 25).
Al eluir con un sistema de baja polaridad se puede observar que en el extracto de tallo hay
compuestos que son similares a los presentes en la hoja, sin embargo, las cantidades son menores,

por ejemplo, el compuesto con un Rf de 0.90 es muy visible con el revelador cérico amoniacal en
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la hoja, pero en el tallo es apenas perceptible. El siguiente compuesto en eluir (Rf 0.70) es visible
tanto en la luz UV como con el revelador cérico amoniacal y es uno de los compuestos mayoritarios
en ambos dérganos de la planta, pero con mayor presencia en la hoja. EI compuesto con un Rf de
0.55 también es uno de los compuestos mayoritarios para ambos érganos de la planta, sin embargo,
el compuesto con un Rf de 0.45 solamente lo es para hoja.

Al aumentar la polaridad del sistema de elucion, se puede observar la presencia de otros dos
compuestos (Rf 0.48 y 0.37) que se encuentran en menor cantidad que los compuestos menos
polares, sin embargo, estan presentes en ambos 6rganos de la planta, destacando el compuesto con

Rf 0.48 con mayor presencia en el extracto de hoja.

AcOEt

Hoja Tallo R Hoja Tallo R
UVys4 UVies SCA UV, UVy  SCA UVyss UVags  SCA | UV,s, UVies  SCA
. 0.90
. 0.80
K ;

- 0.48

ﬁ ' 0.37
A

Sistema 60:40 Hex:AcOEt Sistema 100 CH,Cl,

Figura 25. Perfiles cromatograficos de los extractos de AcOEt de hoja y tallo.

Finalmente, en los extractos de metanol se observaron algunos compuestos de baja polaridad
que eluyen en sistemas de baja y mediana polaridad (Rf 0.98 y 0.77), como se observa en la Figura
26, estos compuestos son visibles en ambas longitudes de onda, sin embargo, se encuentran en
menor cantidad que los compuestos mas polares, los cuales se pueden observar al aumentar la
polaridad del sistema de eluciéon (90:10 CH2Cl>:MeOH), notando que uno de los compuestos

mayoritarios (Rf 0.77) es visible tanto en la luz UV como en el revelador SCA, a este compuesto
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le siguen algunos otros con menor presencia, sin embargo, aquellos cuyos Rf son 0.65 y 0.30 estan
presentes en ambos 6rganos de la planta. Al aumentar los sistemas de elucion no se observan los
compuestos mas polares retenidos en la base de la placa, pero al llegar al sistema de 40:60
CH:Cl>:MeOH se observa la migracion de los compuestos los cuales se encuentran muy cercanos
entre si, observando a partir del Rf 0.75 la presencia de compuestos en ambos extractos, debido a
la polaridad de estos compuestos es dificil realizar la separacion en una placa de fase normal, pero

se confirma la presencia de compuestos de polaridad alta.

MeOH
Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo

RF RF ‘
UVyss UVss SCA  UVys, UVy,  SCA UVyss UVigs SCA  UVys, UVags UVass | UVags SCA  UVy, UVig

T TATI

Sistema 50:50 Hex:AcOEt Sistema 90:10 CH,Cl,:MeOH Sistema 40:60 CH,Cl,:MeOH

Figura 26. Perfiles cromatograficos de los extractos de metanol de hoja y tallo.

8.5.2.  Analisis de los extractos de la planta silvestre por GC-MS

Una vez identificados los compuestos mediante cromatografia en capa fina fase normal, se
analizaron los extractos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, cabe
mencionar que esta técnica permite identificar compuestos de forma precisa, siempre y cuando
sean compuestos capaces de ser volatilizados, lo que permite conocer los componentes de mezclas
complejas e incluso cuantificarlos, por otra parte, los compuestos pueden ser derivatizados para
hacerlos lo suficientemente volatiles, reducir su polaridad o mejorar su estabilidad térmica para

ser analizados mediante cromatografia de gases (197,198).
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Los resultados obtenidos mediante GC-MS se muestran de menor a mayor polaridad de
extracto, en la Tabla 10 se enlistan los compuestos encontrados en los extractos de hexano, es
notorio que la cantidad de compuestos identificados es alta, esto debido a que son compuestos de
polaridades bajas, con la capacidad de ser volatilizados y estabilidad térmica, lo que favorece el
analisis mediante cromatografia de gases.

Es destacable que la hoja posee una mayor cantidad de compuestos de baja polaridad, 19
compuestos detectados por el equipo de GC-MS, a comparacion del tallo en el que se identificaron

13 compuestos, sin embargo, seis compuestos se encuentran en ambos 6rganos de la planta.

Tabla 13. Compuestos encontrados en los extractos de hexano de la planta silvestre mediante GC-MS.

Parte de Abundancia
. ifi _ RT (mi Activi ioléai
la planta Compuestos identificados relativa (%) (min) ctividad bioldgica
Triciclo[5.3.0.0(2,6)]deca-3,8-diene-
5.10-diona © 12.89 14.565 ND
8-metil-cumarina @ 8.82 14.677 ND
Acetato de fitol ® 5.10 17.580 Antimicrobiano (199)
2 78 iR e rafili § i
32, 78-dihidro-5 metll indene-1,7(4H) 424 14118 ND
diona
Acido o-linoleico (etil éster) ® 4.11 21.620 ND
B-cubebeno © 3.63 13.672 ND
Cis-p-farneseno 3.55 13.238 ND
3-(1,5-dimetil-hex-4-enil)-2,2-dimetil- 17.173,
ciclopent-3-enol ® 3.02 17.252 ND
Antifangico (200),
Hoja antimicrobiano (200),
a-curcumeno © 2.63 13.619 antiinflamatorio (201),
citotoxico (202),
antitripanosoma (203)
21.758
—0- (10) )
L-a-normetadol 2.20 21817 ND

Cicatrizante (204),
B-amirina Y 2.20 36.938 antiinflamatorio (205-207),
antiplasmodial (208)
Antiinflamatorio (209,210),

Hentriacontano *?) 2.16 31.913 citotoxico (211), antibiofilm
(212)
Acido linoleico (propil éster) @3 1.94 21.521 ND
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(1R,7S,E)-7-isopropil-4,10-
dimetileneciclodec-5-enol 4
a-bergamoteno %) 1.76 12.989 ND
Antiinflamatorio (213-219),
antioxidante (220-222),

1.86 16.135 ND

1 (16)
Estigmasterol 1.54 35.414 citotéxico (223,224)
antimicrobiano (225,226)
Citotoxico (227), antioxidante
Escualeno @7 1.39 28.694 (228,229), antidiabético
(229,230)
. Citotoxico (231,232),
- (18)
o-amirina 125 35.992 antiinflamatorio (207)
Heptacosano 9 0.90 29.588 ND
Acido hexadecanoico (etil éster) *” 9.84 18.993 ND
L. a8 788 35.7, 36.583, Citotoxico (231,232),
a-amirina ' 37.68 antiinflamatorio (207)
Antiinflamatorio (213-219),
. (16) antioxidante (220-222),
Estigmasterol 7:36 35.145 citotéxico (223,224),
antimicrobiano (225,226)
. . . Neuroprotector (233),
sster) @ 6.97 18.329 .
Acido hexadecanoico (metil éster) cardioprotector (234)
. Antidiabético (235),
. . . o (21) ) 2
Acido linoleico (etil éster) 5.33 0.56 anticancerigeno (236)
Estra-1,3,5(10)-trien-17-B-ol 4.17 18.874 ND
Tallo Acido o-linoleico (etil éster) © 3.17 20.628 ND
Acido linoleico (metil éster) ** 3.03 19.958 ND

Triciclo[5.3.0.0(2,6)]deca-3,8-diene-
5,10-diona @
3-etil-5-(2-etilbutil)-octadecano *” 2.23 31.696 ND

(1R,7S,E)-7-isopropil-4,10-

2.85 14.467 ND

. . (14) 1.96 16.024 ND
dimetileneciclodec-5-enol
Acido 6,9,12-4cido octadecatrienoico
" 26) 1.89 20.024 ND
(metil éster)
L-a-normetadol ** 1.60 21.712 ND
5,6,6-trimetil-5-(3-oxobut-1-enil)-1-
@ 1.42 17.429 ND

oxaspiro[2.5]octan-4-ona
ND: No determinado. Superindice indica el nimero de compuesto en la Figura 27

En su mayoria se observan acidos grasos lo que podria brindar la consistencia oleosa a ambos
extractos, sin embargo, también se observan compuestos de polaridades bajas como son los

terpenos. Se encuentran también compuestos como el cubebeno, farneseno, curcumeno, amirina'y
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bergamoteno que fueron identificados anteriormente en los aceites esenciales de la especie

(80,121,145,147), asi como también se ha identificado la presencia de estigmasterol (131).
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Figura 27. Estructuras de los compuestos presentes en los extractos de hexano de la planta silvestre

identificados por GC-MS.

1) Triciclo[5.3.0.0(2,6)]deca-3,8-diene-5,10-diona, 2) 8-metil-cumarina, 3) acetato de fitol, 4) 3a,7a-dihidro-5-
metil-indene-1,7(4H)-diona, 5) &cido a-linoleico (etil éster), 6) S-cubebeno, 7) cis-p-farneseno, 8) 3-(1,5-dimetil-
hex-4-enil)-2,2-dimetil-ciclopent-3-enol, 9) a-curcumeno, 10) L-a-normetadol, 11) S-amirina, 12) hentriacontano,

13) &cido linoleico (propil éster), 14) (1R,7S,E)-7-isopropil-4,10-dimetileneciclodec-5-enol, 15) a-bergamoteno, 16)
estigmasterol, 17) escualeno, 18) a-amirina, 19) heptacosano, 20) acido hexadecanoico (etil éster), 21) acido
linoleico (etil éster), 22) &cido hexadecanoico (metil éster), 23) estra-1,3,5(10)-trien-17-5-ol, 24) &cido linoleico

(metil éster), 25) 3-etil-5-(2-etilbutil)-octadecano, 26) acido 6,9,12-4cido octadecatrienoico (metil éster) y 27)

5,6,6-trimetil-5-(3-oxobut-1-enil)-1-oxaspiro[2.5]octan-4-ona.

Cabe destacar, que se encuentran otros compuestos con actividades biologicas de interés para
este estudio que no han sido reportadas anteriormente para la especie (Tabla 10). Tal es el caso del
acetato de fitol, el cual ha mostrado actividad contra Mycobacterium tuberculosis (199). Los
compuestos 5y 13 se han encontrado como mayoritarios en Elsholtzia ciliata, cuyo extracto posee
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actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus auresus y Bacillus subtilis (237),
en Wrightia tictoria se demostrd el efecto antiinflamatorio de la fraccion que los contenia en
conjunto con otros compuestos de baja polaridad (238) y en Khaya senegalenesis también fueron
mayoritarios en los extractos de hoja y corteza, los cuales mostraron un notorio potencial
antioxidante en el ensayo de DPPH (239).

Los compuestos 20 y 21 son mayoritarios en un extracto con actividad citotoxica contra células
de cancer de mama (T47D) (240). El acido linoleico (compuesto 13 y 21) podria tener actividad
antimicrobiana, ya que fue un compuesto mayoritario de un extracto de baja polaridad con
actividad contra Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica y
Salmonella enteriditis (241), sin embargo, de forma aislada posee efecto neuroprotector
relacionado a la capacidad antioxidante (242) y por docking molecular se sugiere su actividad
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa (243), mientras que en su forma etilada reduce el
contenido de melanina y reduce la actividad de la tirosinasa en células de melanoma (B16)
haciéndolo un posible anticancerigeno (236).

Por otro lado, el B-cubebeno se ha encontrado como compuesto mayoritario en fracciones de
Bixa orellana con capacidad antiproliferativa de células tumorales (U251: glioma; MCF7: mama;
NCI/ADR-RES: ovario; 786-0: rifién; NCI-H460: pulmon; PC-3: prostata y HT29: colon) (244).

Algunas formas de a-normetadol, han mostrado tener efectos analgésicos, sin embargo, se
requiere mayor investigacion (245), mientras que el a-curcumeno ha mostrado actividad
antiproliferativa de Sccharomyces cerevisiae, la bacetria Enterobacter cloacae (presenta
sinergismo con el imipenem) (200) y el protozoario Trypanosoma brucei (203), asi como actividad
antiinflamatoria del epitelio bronquial (201), actividad citotoxica contra leucemia mieloide crénica

(K562) y cancer de prostata (LNCaP) (202).
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La a-amirina contenida en nanocapsulas ha servido como citotoxico contra células de leucemia
(231), de forma directa contra células HelLa (232) y mediante docking molecular se propone como
molécula antioxidante (246), mientras que la B-amirina podria tener actividad antimicrobiana
contra Mycobacterium tuberculosis ya que resultados de docking molecular muestran afinidad por
la proteina Rv1636 que regula el crecimiento de la bacteria (247), también muestran afinidad por
proteinas de SARS-CoV-2, lo que contribuye a la inactivacion del virus (248) y por la a-
glucosidasa, lo que sugiere su actividad como antidiabético (249), por otra parte la -amirina se
encontré6 como compuesto mayoritario en el extracto de hoja de Bombax ceiba, el cual tiene
potencial como neuroprotector (250).

El compuesto a-bergamoteno ha mostrado tener actividad antioxidante en diferentes grados
cuando se encuentra entre los compuestos mayoritarios de extractos vegetales (251,252), sin
embargo, no se ha confirmado su efecto de forma aislada. Mientras que el hentricontano ha
mostrado actividad contra células de cancer de estbmago (BGC-823) (211) y evita la formacion
de biofilms de Mycobaterium smegmatis (212).

El estigmasterol ha demostrado tener actividad inmunomoduladora, por lo que también ha
resultado ser un efectivo antiinflamatorio (213). A su vez, coadyuva al tratamiento del cancer de
utero debido a la sensibilizacion de las células a la quimioterapia (253). Por otra parte, el efecto
antioxidante promueve la produccion de insulina, haciéndolo un posible antidiabético, ademas de
evitar la acumulacion de colesterol (220), ademas, su accion contra las ROS sugiere su efecto en
el tratamiento de enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas (222). También ha mostrado
efecto contra células HelLa (221,224), cancer de vejiga (223) y mediante docking molecular se
sugiere su accion sobre cancer de mama (MCF-7) (254), cancer de ovario (255) y células NIH/3T3

(fibroblastos) (254). Posee actividad como antimicrobiano contra el parésito Trypanosma
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congolense (225), las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri (226).

Por su parte, el escualeno, ha mostrado actividad antioxidante y efecto modulador de los
niveles de glucosa/triglicéridos cuando se encuentra en combinacion con astaxantina (256) o
actividad citotdxica contra cancer de mama (MDA-MB-231) en combinacion con hidroxitirosol
(257), de forma independiente posee efecto citotdxico contra células de cancer de estomago (AGS)
(227). Ademas, incrementa la sensibilidad de células de adenocarcinoma A549 a los tratamientos
conradiacion UVCy gamma (y-IR) (258), disminuye la virulencia de Staphylococcus aureus (259)
y su actividad antioxidante se relaciona a la proteccion del higado contra el cisplatino como
tratamiento contra el cancer (228).

El heptacosano en conjunto con el fitol mejoran la respuesta celular al tratamiento con
doxorrubicina en la leucemia mieloide en mecanismos diferentes, sin embargo, por separado no
muestran actividad citotdxica propia (260).

El compuesto 22 (metil palmitato) ha mostrado actividad como neuroprotector y vasodilatador
(233), sin embargo, tiene un efecto cardioprotector contra el fendmeno de isquemia/reperfusion
(234). De forma aislada, el acido palmitico (compuestos 20 y 22) ha mostrado actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia, Salmonella typhi y
Enterobacter cloacae (261). Por su parte, los compuestos 22 y 24 fueron mayoritarios en un
extracto con actividad antioxidante y antimicrobiana (Staphylococcus aureus, Bacillus
megaterium, Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter
xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes)

(261).
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El compuesto 26 fue mayoritario en un extracto con actividad antifingica contra Fusarium
oxysporum (262).

Comparando con los compuestos reportados en la literatura, el extracto de hoja contiene seis
de estos (Figura 28), mientras que en el extracto de tallo solamente encontramos 1, pero es parte

de los compuestos mayoritarios para esta parte de la planta (Figura 29).
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Figura 28. Cromatograma (GC-MS) del extracto hexanico de hoja.
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Figura 29. Cromatograma (GC-MS) del extracto hexanico de tallo.

Para el caso del a-bergamoteno se obtuvieron valores mas bajos a los reportados en anteriores

trabajos (121,145), a diferencia del B-farneseno, B-cubebeno y B-curcumeno, para los cuales, los

valores de abundancia relativa son mayores a los reportados (121), esto podria deberse a la

diferencia en los meses de colecta, asi como las condiciones de crecimiento de las plantas.

En cuanto a los extractos de AcOEt, se observan similitudes a los extractos de hexano,

principalmente en la composicion del extracto de hoja, en que se presenta los compuestos 2 y 3

nuevamente entre los mayoritarios, asi como los compuestos 7 y 15 reportados con anterioridad

para la especie (Tabla 11), sin embargo, la mayor acumulacion de estos Ultimos compuestos se

logra mediante la extraccion con hexano.

Tabla 14. Compuestos encontrados en los extractos de AcOEt de la planta silvestre mediante GC-MS.

Parte de

Abundancia

la planta Compuestos identificados relativa (%) RT (min) Actividad bioldgica
17.442,

Hoja Acetato de fitol © 10.31 17.882, Antimicrobiano (199)
21.055
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8-metil-cumarina © 9.12 14.342 ND

Fitol ®¥ 7.46 20.155 Antimicrobiano (199,263)
B-copaeno *¥ 4.03 14.027 ND
Acido a-linoleico (etil éster) © 275 21.482 ND

Ftiocol (2-hidroxi-3-metil-1,4-
. 30) 2.73 14.861 ND
naftalendiona)

t-Cadinol *” 2.60 17.147 Antimicrobiano (264,265)
Antidiabético (235),

< . . (21) 2 2

Acido linoleico (etil éster) .35 0.635 anticancerigeno (236)
Isopropil hexadecanoato @) 1.53 19.892 ND
p-farneseno 0.76 13.127 ND

‘. . . Neuroprotector (233),

sster) @ 0.76 18.336 .

Acido hexadecanoico (metil éster) cardioprotector (234)

a-bergamoteno 0.37 12.903 ND

Tallo - - -
ND: No determinado. Superindice indica el nimero de compuesto en la Figura 30.
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Figura 30. Estructuras de los compuestos presentes en los extractos de AcOEt de la planta silvestre
identificados por GC-MS.
2) 8-metil-cumarina, 3) acetato de fitol, 5) &cido o-linoleico (etil éster), 7) p-farneseno, 15) a-
bergamoteno, 21) &cido linoleico (etil éster), 22) acido hexadecanoico (metil éster), 28) fitol, 29) -
copaeno, 30) ftiocol (2-hidroxi-3-metil-1,4-naftalendiona), 31) z-cadinol y 32) isopropil hexadecanoato.

Cabe destacar que en el extracto de tallo no se identificaron compuestos por GC-MS, por lo
que este extracto es analizado més adelante mediante HPLC, ya que esta técnica permite identificar

la presencia de compuestos de mayor polaridad y fue también aplicada en los extractos de metanol
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debido a que fue notoria la reduccion en la cantidad de compuestos encontrados en estos extractos
obtenidos. Ademas, los compuestos como el B-farneseno y a-bergamoteno que, a pesar de
encontrarse en el extracto de hoja de polaridad media, su abundancia relativa fue menor a
comparacion del extracto de hexano para el mismo érgano de la planta (hoja).

Entre los compuestos no encontrados con anterioridad en los extractos se hexano, esta el fitol
que ha mostrado actividad contra Mycobaterium tuberculosis (199), Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris y Salmonella sp. (263), también fue
encontrado como uno de los compuestos mayoritarios en los aceites esenciales de Ranunculus
constantinopolitanus y R. arvensis que mostraron actividad contra E. faecalis, Staphylococcus
aureus y Candida albicans (266).

Por su parte el T-Cadinol mostré actividad antimicrobiana contra Trypanosoma cruzi (264) y
Staphylococcus aureus de diferentes cepas (265), ademas, la forma alfa del cadinol mostré de
actividad citotoxica contra células de cancer de pancreas (267).

Finalmente, los compuestos mayoritarios para este extracto se muestran en la Figura 31,
notando que la cantidad de compuestos mayoritarios también fue menor a comparacién del
extracto de hexano, sin embargo, varios de ellos se encuentran en ambos extractos de hoja.

Cabe destacar, la presencia de la 8-metil cumarina como uno de los compuestos que se
encuentra en mayor cantidad en los extractos con hexano y AcOEt de hoja, del cual no se ha
reportado su actividad bioldgica y podria estar participando de forma individual o en sinergia con
otros compuestos en la actividad antifingica que presentaron ambos extractos, ademas las
cumarinas han sido reportadas efectivas contra la insuficiencia venosa, psoriasis e hipertension
(268) y derivados de cumarinas se han utilizado como anticoagulantes, estos actian contra la

vitamina K que es un cofactor en el proceso de coagulacion (269).
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Figura 31. Cromatograma (GC-MS) del extracto de AcOEt de hoja de la planta silvestre.

En cuanto a los extractos de metanol, ambos 6rganos de la planta muestran una composicion

diferente a los extractos de ACOEt y hexano (Tabla 12), ya no se encuentran compuestos de baja

polaridad como los &cidos grasos presentes en los extractos de hexano, sin embargo, algunos

compuestos de polaridades més altas pudieron ser volatilizados para su andlisis por GC-MS.

Tabla 15. Compuestos encontrados en los extractos de metanol de la planta silvestre mediante GC-MS.

P . - A i . - T
Iaaprlt;endtz Compuestos identificados retl):tri]\(/j:r(f/:j RT (min) Actividad biolbgica
4-0O-B-D-galactopiranosil-D-
p-D-g actop n 23,24 13.961, ND
glucopiranosa 16.017
Acido 3-hidroxidodecanoico " 7.51 20.188 ND
Acido esteérico (Ac. Octadecanoico) *” 6.20 17.475 Antiangiogénico (270)
Hoja Ac_idc_) 2-[[2-[[2-[(2-_
pentilciclopropil)metil] 3.10 18.401 ND
ciclopropilmetill] ciclopropil]methil]- ' '
ciclopropanbutanoico (metil éster) @)
Acido 2’-hexil-metil-éster, [1,1°-
2.05 17.928 ND

biciclopropil]-2-octanoico

@7
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13.784,

Acido 3-hidroxidodecanoico 65.59 16.056, ND
17.101
1-(2-hidroxi-5-metilfenil)-etanona 9 7.31 11.537 ND
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H- Antioxidante (271,272),
. 39) 5.44 9.245 mutagénico (273), citotéxico
piran-4-ona (274)
Tallo Antimetastasico (275),
antioxidante (276,277),
Acido folico “” 4.09 10.69 regulador de la inflamacion
(277,278), neuroprotector
(279-283)
DL-arabinosa “” 2.21 7.55 ND

Acido 2,3-bis(acetiloxi)-dodecanoico
s (42)
(propil éster)
ND: No determinado. Superindice indica el nimero de compuesto en la Figura 32.

1.29 18.342 ND

oH 34 OH oW 35 O

" NW\M
0 HO

OH

5\*@/\( I Wv& fJ

Figura 32. Estructuras de los compuestos presentes en los extractos de metanol de la planta silvestre
identificados por GC-MS.

33) 4-0-p-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa, 34) acido 3-hidroxidodecanoico, 35) acido estearico (&c.
octadecanoico), 36) Acido 2-[[2-[[2-[(2-pentilciclopropil)metil] ciclopropilmetill] ciclopropil]methil]-
ciclopropanbutanoico (metil éster), 37) &cido 2 -hexil-metil-éster, /1,1 -biciclopropil]-2-octanoico, 38)

1-(2-hidroxi-5-metilfenil)-etanona, 39) 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona, 40) &cido
folico, 41) DL-arabinosa y 42) Acido 2,3-bis(acetiloxi)-dodecanoico (propil éster).

Por otra parte, las actividades bioldgicas atribuidas a estos compuestos han sido pocas, entre
ellas destaca la del compuesto 35, el cual ha mostrado interacciones con enzimas involucradas en
la vasoconstriccion (284) y en la formacion de vasos sanguineos, este compuesto es un inhibidor

de la angiogeénesis en tumores, particularmente en gliomas se observé que reduce el tamafio del
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tumor debido a la interferencia en la vascularizacion (270). Mientras que el compuesto 39 presenta
actividad citotdxica contra células cancerigenas de colon, mediante la induccién de la apoptosis
(274).

El &cido félico ha demostrado inhibir la proliferacion y migracién de células de cancer
colorrectal de diferentes lineas celulares (COLO-205, LoVo y HT-29) (275). Ademas, podria ser
un tratamiento contra el Alzheimer debido a su interaccion con enzimas de metilacion del ADN,
lo que ayuda en la regulacién de proteinas relacionadas a la enfermedad (285,286), también
interactta con factores relacionados a la inflamacion, por lo que se sugiere como un control en la
inflamacién cronica (287). Por otra parte, ha sido usado como vehiculo para incrementar la
capacidad antitumoral de la quimioterapia en combinacidn con otros compuestos, lo que también
contribuye a la reduccién de efectos secundarios (288-299), sin embargo, ha mostrado ser un
inhibidor de la apoptosis en células derivadas del endotelio de las venas del cordén umbilical
(HUVEC) (300,301) debido a su actividad antioxidante, también podria ser un tratamiento contra
la arterioesclerosis (276,302) y la hipertension pulmonar (303).

En cuanto a la arabinosa, se trata de un aztcar que ha mostrado tener actividad antioxidante al
formar parte de polisacaridos o biopolimeros (304,305), asi como efecto inmunomodulador
(306,307). Sin embargo, de Erigeron canadensis se han probado complejos con polisacaridos que
han mostrado tener actividad como radioprotectores (146) y antitusivos (151).

El compuesto 34 es el Gnico que se encuentra en ambos extractos y ademas como uno de los
compuestos mayoritarios (Figura 33 y 34), principalmente en el extracto de tallo, sin embargo, no
fue posible la identificacion de un mayor nimero de compuestos mediante cromatografia de gases
debido a la polaridad elevada de los compuestos, fendmeno también observado al realizar las

placas de cromatografia en capa fina.
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Figura 33. Cromatograma (GC-MS) del extracto metandlico de hoja (polaridad alta).
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Figura 34. Cromatograma (GC-MS) del extracto metanolico de tallo (polaridad alta).

Realizar el anélisis de los compuestos presentes en la planta silvestre sienta las bases para la

comparacion con los cultivos de callo, sin embargo, se requiere mayor estudio de la fitoquimica
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de la especie tanto para la purificacion y caracterizacion de los compuestos presentes de forma

certera, como para la evaluacion de la actividad bioldgica de los compuestos identificados.

85.3. Analisis fitoquimico de extractos de la planta silvestre por HPLC

Debido a que en cromatografia de gases solamente se detectan aquellos compuestos capaces
de volatilizarse (lo que implica un aumento de temperatura) y de baja polaridad, se realizo
cromatografia de liquidos HPLC que permite la separacion de compuestos no volatiles a una baja
temperatura y compuestos de mayor polaridad (308) para determinar la presencia de compuestos
de mayor polaridad en los extractos de metanol y en el extracto de tallo obtenido con AcOEt, ya
que en estos extractos la cantidad de compuestos identificados fue poca o nula mediante GC-MS,
pero mediante CCF se observaron compuestos de mayor polaridad retenidos en la base de la placa
en los extractos de AcOEt y MeOH, sin embargo, en este ultimo los compuestos pueden eluir en

sistemas de alta polaridad (Figura 35).

AcOEt MeOH
Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo
UVyss UVzes | SCA | UV, | UViyg | SCA | UV, | UVggs | SCA | UV,g, | UVags | SCA | UV,  UVaes | SCA UVies  SCA

Sistema 100 CH,Cl, Sistema 90:10 CH,Cl,:MeOH Sistema 40:60 CH,Cl,:MeOH

Figura 35. CCF de los extractos de polaridad media y alta de la planta silvestre.

Para el extracto de tallo obtenido con AcOEt se observan compuestos similares a los de la hoja
(Figura 36), los compuestos que presentan mayor abundancia son los de menor polaridad, siendo

el mayoritario, en ambos extractos, el que presenta un tiempo de retencion aproximado de 22 min,
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los siguientes dos compuestos que se observan al minuto 25 podrian tener una abundancia

ligeramente mayor en el extracto de hoja, mientras que el compuesto del minuto 27.8 muestra una

presencia mayor en el extracto de tallo, finalmente, el compuesto del minuto 28.4 se observa en

mayor cantidad en el extracto de hoja nuevamente.

0.20

0.18 Hoja
=
0.18 Q
o™
o™
0.14
0.42 S
&
30,10 @
0.08
0.06
0.04
0.02
i ey
200 400 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600  28.00  30.00
Minutes
0.20
e  Tallo g
0.164 X
0.14
0.124
0.10
2 ~
0.08 & &
- -
- o™
0.06] g
3
0.04 = 3
@ 8
["+]
0.02 S
contd VY N W
200 400 5.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600  28.00

Minutes

30.00

Figura 36. Cromatogramas (HPLC, UVszs) de los extractos obtenidos con AcOEt de la planta silvestre.

En la Figura 37 se muestran los cromatogramas obtenidos para los extractos obtenidos con

metanol, en los cuales se observan compuestos con tiempos de retencion que van del minuto 8 al

12 principalmente, los cuales también son observables en los extractos de AcOEt en cantidades

menores (Figura 36).

89



Para el caso de los extractos de metanol de hoja y tallo se observan similitudes entre los tiempos
de retencion para algunos compuestos, sin embargo, las cantidades son diferentes, notando que de
forma general en el extracto de tallo la cantidad de estos compuestos es menor a comparacion de
la hoja. Aunado a esto, se espera identificar entre estos compuestos los reportados anteriormente

para la especie (a4cidos cumarico, feralico, hidroxibenzoico, vanilico y siringico) (81,89).
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Figura 37. Cromatogramas (HPLC, UVs32s) de los extractos obtenidos con MeOH de la planta silvestre.

Cabe destacar que los compuestos observados mediante HPLC en estos extractos también
deben ser purificados y realizar un analisis por resonancia magnética para corroborar las
estructuras quimicas de los compuestos sefialados en la literatura y en los presentes en los extractos
obtenidos. Esto ayudaria también a comparar con los extractos de las diferentes lineas de callo

mantenidas en el laboratorio.
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8.6. Perfiles cromatograficos en capa fina de los cultivos de callo

Una vez fueron determinadas las lineas de callo que se mantendrian debido a sus caracteristicas
morfoldgicas y supervivencia, éstas se analizaron mediante CCF y se compararon con los perfiles
de la planta silvestre, con la finalidad de identificar similitudes en cuanto a composicion quimica.

Para ello se obtuvieron los extractos de los cultivos de callo de la misma forma que se
obtuvieron los de la planta silvestre, sin embargo, debido a la poca cantidad de muestra de biomasa
seca resultante de los cultivos de callo no se logré determinar los rendimientos de extraccién. Los
extractos de metanol continuaron siendo los que permiten una mayor recuperacion del extracto.
En apariencia los extractos se observaron de color amarillo tenue en el caso de los de hexano,
verde en los extractos de AcOEt y tonalidades del naranja a café en los extractos de metanol, la
consistencia no fue determinada debido a la poca cantidad del extracto.

En todos los tratamientos se observan compuestos similares a los presentes en la planta
silvestre, sin embargo, existen algunas diferencias de composicién en algunos tratamientos y una
variedad méas amplia de compuestos en los érganos de la planta silvestre.

Comenzando con los extractos de hexano, se observa el compuesto mayoritario de hojas y
tallos se encuentra también en los cultivos de callo los Rf 0.80 en ambos balances hormonales,
mientras que el compuesto de Rf 0.55 presente en la planta silvestre como mayoritario en luz UVzes
no es apreciable en los cultivos de callo, sin embargo, un compuesto con Rf 0.50 es ligeramente
apreciable tanto en las lineas T5, como T6; por otra parte, el compuesto con Rf 0.35 es apreciable
tanto en los cultivos como en la planta silvestre como uno de los compuestos mayoritarios en
ambos casos, pero el compuesto del Rf 0.30 se presenta en mayor abundancia en los extractos de

la planta silvestre a pesar de estar también presente en los callos (Figura 38 y 39).

91



Hexano
Hoja Tallo T5-Sac3% TS SacS% T5-Glu3%

Rf
UVyss UVgs SCA uv254 Vses | SCA |UVpsy UVsgs SCA UVigy UVigs UVsgs SCA

‘ 0.95

- 0.80

‘ 0.55

0.50

0.35

0.30

Sistema 80:20 Hex:AcOEt

Figura 38. Perfiles cromatograficos de las variaciones de callo T5 (extraccidn con hexano).

Hexano
Hoja Tallo ’ T6-Sac3% T6-Sac5% T6-Glu3% Rf
UVyss | UVags SCA  UV,s, UVies SCA |UVys, UVigs UVass UVsgs SCA UV, UVags SCA

3 0.95
0.80
0.55
0.50
0.35
0.30

Figura 39. Perfiles cromatogréficos de las variaciones de callo T6 (extraccion con hexano).

Sistema 80.20 Hex:AcOEt

Para los extractos con AcOEt se corrieron dos sistemas (Figura 40 y 41), en el sistema de
menor polaridad se observa un compuesto con Rf de 0.90 que es mayoritario en los cultivos de
callo pero que no se presenta en el extracto de hoja, mientras que en el extracto de tallo esta
presente en una menor cantidad que la exhibida por los callos. Uno de los compuestos con Rf 0.70
puede observarse tanto en los cultivos como en la planta silvestre, sin embargo, el otro compuesto

es solamente apreciable para la planta silvestre. En cuanto a los compuestos con Rf 0.55, aquellos
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visibles en luz UVzss5 se encuentran solamente en la planta silvestre, mientras que los que revelan
con SCA varian se encuentran presentes tanto en cultivos como en la planta silvestre, variando en
cuanto a concentracion, destacando el extracto de hoja y el callo T6 con 3% de glucosa como los
que presentan mayor abundancia. Los compuestos con Rf 0.45 son observables Gnicamente en los

extractos de la planta silvestre.
AcOEt

Hoja Tallo T5-Sac3% ‘ T5-Sac5% T5-Glu3% ‘
UVys, UVses  SCA  UVys, UVyes SCA | UVys, UV SCA  UVyg, UVigs SCA  UVys, UVses SCA

Sistema 60:40 Hex:AcOEt
Figura 40. Perfiles cromatograficos de las variaciones de callo T5 (extraccion con AcOE).

Sistema 100 CH,Cl,

Si se aumenta la polaridad del sistema de elucion, se aprecia que el compuesto con Rf 0.37 se
encuentra presente tanto en los cultivos de callo como en la planta silvestre, sin embargo, el
compuesto con Rf 0.48 se encuentra principalmente en la planta silvestre, en los callos podria estar

presente en bajas cantidades. EI compuesto con un Rf 0.63 es apreciable solamente en los cultivos
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de callo, pero no se descarta que se encuentre en menores cantidades en la planta silvestre, este
compuesto tiene una mayor presencia en los callos cultivados con glucosa al 3%, por lo que este

azUcar podria estar promoviendo su produccion.

AcOEt
Hoja Tallo T6-Sac3% T6-Sac5% T6-Glu3%
UVyss | UVses | SCA UVas, UVags SCA [UVas, UVsgs  SCA  UVys, UVags | SCA | UV,s, UVses  SCA

0.90
0.70
0.55
0.45

Sistema 66:;{0 VHex:AicOVEtV -
0.90
0.80
0.63
0.48
0.37
Figura 41. Perfiles cromatogréficos de las variaciones de callo T6 (extraccion con AcOE).

Rf

Sistema 100 CH,Cl,

Finalmente, en los extractos de metanol presentan compuestos similares en los cultivos de callo
y la planta silvestre, variando principalmente en la cantidad producida por los callos (Figura 42 y
43) se pueden observar algunos compuestos de polaridad media (Rf 0.98 y 0.77 en sistema 50:50
Hex:AcOEt) que estan presentes en mayor cantidad en los 6rganos de la planta silvestre y en los
cultivos de callo con glucosa al 3 %, sin embargo uno de los compuestos mayoritarios eluye en el

sistema siguiente, este compuesto (Rf 0.77) también se encuentra tanto en la planta silvestre como
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en los cultivos de callo, pero en estos Gltimos la cantidad producida es menor, cabe destacar que
en el extracto de hoja se encuentra un compuesto con Rf de 0.65 que también es posible observarlo

en los cultivos de callo, aunque la cantidad es menor a comparacion de la planta silvestre.

MeOH
Hoja Tallo T5-Sac3% T5-Sac5% T5-Glu3%
UVysy | UVsgs | SCA | UVasy UVsgs SCA |UVasy UVigs SCA  UVpsy UVses| SCA  UVsy UVies SCA

0.98
D77
Sistema 50:50 Hex:AcOEt
0.98
= 0.77
0.65
0.30
0.20
Sistema 90:10 CH,Cl,:MeOH
1.00
0.75

Sistema 40:60 CH,Cl,:MeOH

Rf

Figura 42. Perfiles cromatogréficos de las variaciones de callo T5 (extraccion con MeOH).

Cabe rescatar que se esperaba obtener compuestos de polaridad alta mediante la extraccién
metanol, sin embargo, utilizar placas de fase normal para estos compuestos dificulta la separacion,
como se observa en las placas eluidas en el sistema de mayor polaridad, tanto en la planta silvestre

como en los cultivos de callo se observa la presencia de compuestos con Rf de 0.75 que no son

95



separados con facilidad, sin embargo, es notoria la similitud entre las placas de la planta silvestre
y los cultivos de callo, destacando los tratamientos de sacarosa que presentan cantidades
ligeramente superiores a las observadas en la planta silvestre, principalmente en los tratamientos

con 5% de sacarosa.

MeOH
Hoja Tallo T6-Sac3% T6-Sac5% T6-Glu3%
UV,es | UVaes  SCA | UV,g, | UVgee SCA | UV,g, UVges | SCA UV,g, |UVges | SCA | UV, UVis  SCA

0.98
0.77
0.98
0.77
0.65
0.30
1.00
0.75

Figura 43. Perfiles cromatogréficos de las variaciones de callo T6 (extraccion con MeOH).

Rf

Sistema 50:50 Hex:AcOEt

Sistema 90:10 CH,Cl,:MeOH

Sistema 40:60 CH,Cl,:MeOH

Para confirmar la presencia y comparar las cantidades producidas por los cultivos de callo y la
planta silvestre se requiere de andlisis cuantitativos, como son la cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masa y HPLC que nos permitan conocer mas detalles sobre la fitoquimica
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particular de los callos, puesto que la modificacion de la concentracion de azlcares puede
promover la produccion de compuestos, tal es el caso de Withania somnifera (Solanaceae), en la
cual se cultivaron brotes en 3%, 6% y 9% de sacarosa, lo que promovid la produccion de
compuestos, mientras que la concentracion de 12% es toxica para el explante (309). Sin embargo,
también se puede favorecer solamente la produccién de algunos compuestos, como se observo en
los cultivos de células de Hylocereus costaricensis (Cactaceae), ya que al aumentar la cantidad de
sacarosa se reduce la produccion de betalaina, pero al mantener los cultivos con 1% de sacarosa
se obtienen las cantidades mas altas de betacianina y betaxantina (154). En otro caso, se Vvio
favorecida la produccion de taxol y taxanos al combinar &cido salicilico 5uM y glucosa 2% en el

medio de callos de Taxus baccata (Taxaceae) (310).

8.7. Evaluaciones biologicas

E. canadensis cuenta con estudios farmacoldgicos, sin embargo, la mayoria de estos han sido
realizados en Europa y Asia, no se cuentan con antecedentes en cuanto a actividad bioldgica para
los individuos que crecen en México como una planta nativa, por lo que se realizaron las
evaluaciones antioxidantes, antimicrobiana y cicatrizante a nivel de extracto para determinar los
efectos medicinales de esta especie nativa. Cabe resaltar que los extractos evaluados fueron los de
la planta silvestre, como un antecedente para las evaluaciones de los extractos de callo, puesto que

esta planta tampoco ha sido cultivada en condiciones in vitro.

8.7.1. Pruebas in vitro

8.7.1.1. Potencial antioxidante

El ensayo de DPPH nos permite evaluar la capacidad antioxidante (captacion de radicales
libres) de muestras complejas, como lo son extractos naturales que contienen una gran variedad de
metabolitos secundarios, sin embargo, la capacidad antioxidante de los extractos varia al ser

97



evaluada en sistemas in vivo, puesto que el medio de reaccion es diferente y los mecanismos de
accion diversos (311). Esta técnica también tiene la ventaja de que el DPPH reacciona con toda la
muestra permitiendo detectar antioxidantes débiles, hidrofilicos y lipofilicos, sin embargo, una de
sus limitantes es la interaccion del DPPH con otros radicales, solamente es soluble en solventes
organicos y no puede emplearse en emulsiones que contengan proteinas debido a la precipitacion
de estas con los alcoholes (312).

En cuanto a los resultados, se observo que los extractos de hexano no presentaron potencial
inhibitorio del radical DPPH, sin embargo, existen diferencias entre los tratamientos ya que se
evaluaron los extractos a diferentes concentraciones. Destaca el extracto de tallo con AcOEt a una
concentracion de 1000 ppm que presento inhibicidn significativa de la estructura DPPH en mas de
un 70% (Tabla 16), sin embargo, los controles de Quercetina, en sus tres concentraciones presentan
los porcentajes méas altos de inhibicién del radical DPPH, ademas fueron significativamente

diferentes los porcentajes de inhibicion obtenidos por la quercetinay el extracto de tallo de AcOEt.

Tabla 16. Efecto antioxidante de los extractos organicos de tallo y hoja de la planta silvestre.

Concentracion

Muestra 10ppm 100ppm 1000ppm
Quercetina 92.199+0.1 95.6+0.356 97.5+0.001
Extracto Hoja-Hex -13.454+0.001* -12.04+0.0005* 8.422+0.25*
Extracto Tallo-Hex -17.128+0.002* -11.814+0.0005* 2.148+0.05*
Extracto Hoja-AcOEt 0.059+0.0005* 0.067+0.001* -2.152+0.001*
Extracto Tallo-AcOEt -14.584+0.0005* 6.727+0.001* 74.618+0.001*

Reportado como porcentaje de inhibicion del radical libre (DPPH) + desviacion estandar, n=3. *:
diferentes del control (Quercetina) con un p-value < 0.001. Kruskal-Wallis y Tukey.

Se ha reportado este efecto con anterioridad para las fracciones ricas en polisacaridos y el
extracto de inflorescencias de E. canadensis inhibiendo la oxidacion de proteinas por el

peroxinitrito (125,130), sin embargo, el efecto también se ha demostrado en la inhibicién del
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radical DPPH en un 70.6% con la fraccion de AcOEt obtenida del extracto metanolico de la parte
aérea de la planta a una concentracion de 100 pg/mL (100 ppm) (137).

Por otra parte, los aceites esenciales extraidos con hexano de las partes aéreas de asteraceas
como Aster albescens, Erigeron annuus, E. karwinskianus, E. mucronatus, E. multiradiatus y
Senecio nudicaulis si han presentaron capacidad antioxidante sobre el radical DPPH mostrando
Clso de 1.2 mg/mL (1200 ppm) y 1.1 mg/mL (1100 ppm) para E. mucronatus y E. multiradiatus
respectivamente, siendo las especies con los aceites esenciales con mejor actividad antioxidante
(313), sin embargo, en los extractos hexanicos de E. canadensis colectada en México no se
encuentran los aceites esenciales reportados para la variedades de Europa y Asia.

Mientras que los extractos en acetona 70% de la parte aérea de Ambrosia artemisiifolia
(Asteraceae) también presentan potencial antioxidante, pero su ICso fue mucho menor que en otras
especies, de 0.027 mg/mL (27 ppm) (314), al ser la ICso mas baja implica que tienen mayor eficacia
en la inhibicién del radical DPPH, ya que a esta concentracion de logra inhibir un 50% del radical
DPPH.

En el caso del extracto de hojas de Ageratum houstonianum (Asteraceae) con AcOEt, se obtuvo
un 88.26% de inhibicion del radical DPPH a una concentracion de 0.5 mg/mL (500ppm), siendo
un valor de inhibicién mas alto que el obtenido en los extractos con metanol (315). Por otra parte,
los extractos con etanol de las hojas de Ageratum conyzoides y Mikania cordifolia (ambas
asteraceas), a una concentracion de 0.1 mg/mL (100ppm) ya mostraban inhibicion del radical
DPPH en un 91.72% y 85.12% respectivamente (316).

Es notorio que los extractos de metanol no fueron evaluados debido a que la técnica
estandarizada emplea etanol absoluto como disolvente de los extractos y los extractos metandlicos

de la hoja y tallo de E. canadensis formaron precipitados al contacto con el etanol, aunado a esto,
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el DPPH solo es soluble en medio organico, por lo que esta técnica es utilizada para la medicion
de la capacidad antioxidante de compuestos poco polares, para los compuestos de mayor polaridad
se recomienda el uso de la técnica de ABTS (317).

Puesto que los extractos metanolicos contienen compuestos muy polares, entre los cuales se
podrian encontrar los derivados de los &cidos cindmico y benzoico reportados en los extractos de
plantas colectadas en Serbia (81,89), ademas de que dos de los compuestos identificados en el
extracto de tallo mediante GC-MS (2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona y acido
félico) han sido reportados con capacidad antioxidante, de los cuales la 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-
6-metil-4H-piran-4-ona es capaz se inhibir el radical DPPH en mas de un 80% en una
concentracion de 1000 pg/mL (1000ppm), Se esperaba un gran potencial antioxidante, por lo que
se plantea el uso de otras técnicas y la estandarizacion con metanol como solvente para la técnica
de DPPH y evaluar la capacidad antioxidante de los compuestos presentes en la planta silvestre de
E. canadensis con mayor certeza, puesto que en el ensayo de DPPH con los extractos de hoja y
tallo en metanol de Lagascea decipiens (Asteraceae) se encontré una mayor capacidad

antioxidante de los compuestos acumulados en la hoja mediante la técnica de DPPH (318).

8.7.1.2. Actividad antibacteriana y antiflingica de los extractos de la planta silvestre

En cuanto a la actividad antimicrobiana, se determind que para E. coli (ATCC 25922 por
método de difusion Kirby-Bauer y ATCC 8739 por método de microdilucion en caldo) y S.
typhimurium (ATCC 14028 por método de microdilucion en caldo) ninguno de los tratamientos
con los extractos organicos presento actividad, sin embargo, en la evaluacion de susceptibilidad
por disco difusion, los extractos de hoja obtenidos con hexano y AcOEt presentaron actividad

antifangica contra la levadura C. albicans, presentando halos de inhibicion superiores a los 10mm,
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a diferencia de los extractos de tallo, en los cuales no se aprecio la formacion de halos en ninguna

de las concentraciones evaluadas (Tabla 17).

Tabla 17. Efecto antifingico de los extractos organicos de la planta silvestre sobre Candida albicans.

. Concentracion (mg/mL
Tratamiento (mg )

12.5 25 50 100
Fluconazol (2mg/mL) 21.20+0.262
Hexano (10pl/disco) 0+0¢
ACOEt (10pl/disco) 0+0¢
Agua (10pl/disco) 0+0¢
Extracto Hoja-Hex 0+04 0+04 14.26+1.19° 20.02+0.542
Extracto Hoja-AcOEt 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢ 11.88+1.63¢
Extracto Hoja-MeOH 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢
Extracto Tallo-Hex 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢
Extracto Tallo-AcOEt 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢ 00¢
Extracto Tallo-MeOH 0+0¢ 0+0¢ 0+0¢ 00¢

Reportado como la medida del halo de inhibicién (mm) a las 24 h + desviacién estandar, n=5. ?: media
mas alta, letras similares indican que no hay diferencias significativas entre dichos valores, p-
value<0.0001). ANOVA y Tukey.

Cabe destacar que el extracto de hoja obtenido con hexano a una concentracion de 100 mg/mL
y el control positivo de fluconazol 2 mg/mL no presentaron diferencias significativas, por lo que
se supone un efecto del extracto similar al del farmaco de referencia, teniendo los halos de
inhibicion de mayor tamafio, seguidos del extracto hexanico de hoja a 50 mg/mL, el cual fue
significativamente diferente a los dos anteriores, y finalmente, el extracto de AcOEt de hoja a 100
mg/mL presentd el halo de inhibicion méas pequefio y significativamente diferente a los halos
obtenidos de los extractos hexanicos.

Por otra parte, en la evaluacion por disco difusion no se observaron halos de inhibicién para S.
aureus (ATCC 25923), sin embargo, al realizar las diluciones de los extractos y el ensayo MTT se
observo efecto sobre dos serotipos de S. aureus (ATCC 6538 y ATCC 43300), una de ellas

resistente, como se muestra en la Figura 44.
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Figura 44. Ensayo MTT de los extractos organicos de la planta silvestre.
Staphylococcus aureus metilcilin-resistente (a). Extractos: Tallo-Hex (I) a 500 pg/mL, Hoja-Hex a 500
pg/mL Tallo-AcOEt (111) a 500, 250 y 125 pg/mL (izquierda a derecha) y Hoja-MeOH (1V) a 500 y 250

pg/mL (izquierda a derecha).
S. aureus (b). Extractos: Hoja-Hex (11) a 500 pg/mL y Tallo-AcOEt (111) a 500, 250 y 125 pg/mL
(izquierda a derecha).

Ademas, la colorimetria MTT permitio identificar las CMI, haciendo evidente que todos los
extractos presentaron actividad antibacteriana al menos contra una de las cepas evaluadas, como
se muestra en la Tabla 18. Entre ellos destacan los extractos de menor polaridad que presentaron
actividad contra tres de las cepas, una de ella resistente, ademas y el extracto de hoja de mediana
polaridad que present6 la menor CMI al inhibir el crecimiento de S. pyogenes. Ademas, el extracto
de tallo de menor polaridad fue el Unico de los extractos capaz de inhibir el crecimiento de P.

aeruginosa.
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Tabla 18. Efecto antibacteriano de los extractos organicos de la planta silvestre.

. CMI (pg/mL)
Tratamiento S.p. P.a. Sa. S.a.rm
Gentamicina 31 <0.78 <0.78 12.5
Extracto Hoja-Hex 500 SE 500 500
Extracto Hoja-AcOEt 62.5 SE SE SE
Extracto Hoja-MeOH 250 SE SE 250
Extracto Tallo-Hex 250 500 SE 500
Extracto Tallo-AcOEt SE SE 125 125
Extracto Tallo-MeOH 500 SE SE SE

SE: Sin efecto; S.p.: Streptococcus pyogenes (ATCC 19615); P.a.: Pseudomonas aeruginosa (aislado
clinico); S.a.: Staphylococcus aureus (ATCC 6538); S.a.rm: Staphylococcus aureus metilcilin-resistente
(ATCC 43300).

Algunas de las cepas evaluadas en este trabajo también fueron evaluadas con los extractos
hidroalcoholicos y en metanol de las hojas, flores y tallos de Lagascea decipiens (Asteraceae),
pero estos extractos no mostraron efectos sobre ninguna de las cepas para las que los extractos de
E. canadensis si mostraron inhibicion (318).

En otro estudio con Helichrysum odoratissimum (Asteraceae), se encontrd que la fraccién
de AcOEt de un extracto etandlico de la parte aérea de la planta muestra actividad antifingica
contra C. albicans y actividad antibacteriana contra P. aeruginosa, con una CMI de 16 y 32 pg/mL,
respectivamente (319). Mientras que los extractos con hexano y diclorometano de la raiz de
Thymophylla pentachaeta (Asteraceae) mostraron tener actividad contra C. albicans con una
concentracion minima fungicida (MFC) de 7.81 pug/mL, también los extractos de la parte aérea de
la planta obtenidos con hexano y diclorometano mostraron actividad en menor medida (MFC de

62.5y 15.63 pug/mL, respectivamente) (320).

Por otra parte, los aceites esenciales de los brotes florales de Origanum vulgare (Lamiaceae)
y hojas de Salvia officinalis (Lamiacea) mostraron CMI de 500 pg/mL contra S. pyogenes (321),
mientras que el extracto etanodlico de hoja de Helianthus annuus (Asteraceae) mostrd actividad

contra esta bacteria en concentraciones superiores a los 60 pg/mL (322) y los extractos en éter de
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petréleo, acetona y metanol de la raiz de Pentanema confertiflorum (Asteraceae) inhibieron el
crecimiento de S. pyogenes, S. aureus y E. coli (323).

Mientras que, el extracto etandlico de las partes aéreas y sus fracciones (cloroformo, AcOEt y
agua) de Acroptilon repens (Asteraceae) mostraron actividad contra P. aeruginosa (324), la cual
también fue susceptible a los aceites esenciales de Artemisia campestris subsp. campestris
(Asteraceae), asi como las cepas de S. aureus, E. coliy C. albicans, sin embargo, estas cepas fueron
menos susceptibles (325). Los aceites esenciales de Baccharis coridifolia presentaron actividad
contra cepas resistentes de P. aeruginosa y S. aureus con CMI de 512 y 128 pg/mL,

respectivamente (326).

El efecto observado sobre C. albicans ha sido previamente reportado para los aceites
esenciales, extractos acuosos y los compuestos aislados (conyzolido y conyzoflavona) de E.
canadensis, asi como para otras cepas de hongos patdégenos de plantas y humanos
(124,135,138,147), sin embargo, no han sido evaluados los compuestos de menor polaridad de
forma individual y solamente se cuenta con el antecedente de las fracciones menos polares de un
extracto de la planta completa con actividad contra Candida albicans, C. glabrata y Aspergillus
niger (136).

En cuanto a las cepas bacterianas de E. coli y S. aureus ha sido anteriormente evaluado sin
mostrar efectos al utilizar glucopiranosidos aislados (133), mientras que el extracto etandlico de la
planta completa muestra efecto contra P. aeruginosa (135), al igual que el extracto metandlico y
las fracciones de baja y media polaridad derivadas de este mismo extracto (136). Por otra parte, el
extracto de flores con etanol y metanol han inhibido el crecimiento de P. aeruginosa y E. coli,
respectivamente (140). Cabe destacar que el efecto antibacteriano contra S. pyogenes no ha sido

reportado con anterioridad para la especie.
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De los compuestos identificados en GC-MS en el extracto hexanico de hoja se encontraron
compuestos antimicrobianos, como son el acetato de fitol que mostré una CMI de 16 pg/mL contra
Mycobacterium tuberculosis (199), el a-curcumeno inhibié el crecimiento de E. coli, P.
aeruginosay S. aureus a una CMI de 13 pg/mL en los tres casos y de 6.4 pg/mL contra C. albicans,
ademas este compuesto podria estar rompiendo las membranas celulares de estos microorganismos
debido a su hidrofobicidad (200), también se identificd el estigmasterol como antibacteriano
debido a la formacion de halos de inhibicion en E. coli, P. aeruginosa y S. aureus a una
concentracion de 10 pg/mL (226).

Mientras que en el extracto de AcOEt de hoja también se encontro el acetato de fitol y fitol
como compuesto antimicrobiano contra M. tuberculosis a CMI’s de 16 pg/mL y 2 pg/mL,
respectivamente (199), sin embargo, el fitol también posee actividad contra E. coli (CMI de 600
pg/mL) y P. aeruginosa (CMI de 60 pg/mL) (263), ademas se identificd el t-cadinol que mostrd

actividad contra diferentes cepas de S. aureus con CMI’s que van de 64 a 256 pg/mL (265).

8.7.2. Pruebasin vivo

8.7.2.1. Actividad cicatrizante

Finalmente, de forma adicional se evalu6 el posible efecto cicatrizante de dos extractos de
diferentes partes de la planta silvestre, ya que esta actividad no ha sido evaluada con anterioridad
para la especie, sin embargo, su uso etnomedicinal sugiere que interviene como desinfectante de
heridas y reduccion de la irritacion ((79,80).

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas (p-value < 0.05) en el efecto de los
extractos de metanol de tallo y AcOEt de hoja evaluados a 1 y 5 mg/mL respecto a los controles
negativos (agua 'y DMSO respectivamente), a pesar de ello, existen diferencias significativas entre

las distintas mediciones por dia en la cinética de evolucién de cada tratamiento (Tablas 19 y 20).
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En el caso del extracto con metanol se observa que en el dia uno no hay un efecto cicatrizante
del extracto en ninguna de las dos concentraciones y que el control positivo es el que presenta un
area de herida de menor tamario, sin embargo, en los dias 3 y 6 el efecto de ambas concentraciones
del extracto y el control negativo es similar y a partir del dia 8 el efecto es similar entre los
tratamientos, siendo solamente el control negativo el que presenta un area de herida mayor (Tabla

19).

Tabla 19. Reduccion de la herida por el extracto de Tallo-MeOH en modelo de cicatrizacion en ratones
CD1 machos.

Tratamiento

bia KitosCell-Q Agua Tallo-MeOH 1mg/mL Tallo-MeOH 5mg/mL
0 100+02 100+02 100+0? 100+0?
1 21.38+3.242 34.21+12.522P 46.20+9.56"¢ 60.89+4.86°
3 13.02+9.862 35.1745.90° 41.38+10.17° 38.26+10.07°
6 5.93+4.552 20.30+5.95° 24.03+9.10° 19.33+2.92°
8 3.09+1.782 10.97+5.89° 2.24+1.03? 5.02+3.933P
10 1.77+£1.00*° 4.25+3.26° 0.54+0.472 0.2+0.172
13 0.10+0.102 3.72+2.25° 0+0? 0+02

Representado la media del porcentaje del area normalizada de la herida en cada dia de evaluacién +
desviacion estandar, n=5. ?: indica las medias mas altas por dia, letras similares son valores sin diferencias
significativas entre ellos, p-value < 0.02. Kruskal-Wallis y Tukey.

Por otra parte, en el extracto de hoja obtenido con AcOEt se observa que nuevamente es el
control positivo el que reduce significativamente la herida en el dia uno, mientras que ambas
concentraciones del extracto presentan efecto similar al control negativo, destacando que en el dia
tres el extracto a 5 mg/mL tiene actividad similar al control positivo, mientras que en el dia seis es

la concentracion de 1 mg/mL la que se equipara al efecto de dicho control (Tabla 20).

Tabla 20. Reduccion de la herida por el extracto de Hoja-AcOEt en un modelo de cicatrizacion en
ratones CD1 machos.

Tratamiento
KitosCell-Q DMSO Hoja-AcOEt 1mg/mL Hoja-AcOEt 5mg/mL
0 100+0? 100+02 100+0? 100+0?

Dia
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1 21.38+3.24% 41.75+10.70° 75.14+7.41° 60.51+9.76°
3 13.02+9.862 32.83+7.18° 39.82+4.05° 22.81+10.102°
6 5.93+4.552 21.13+6.66° 12.61+3.40%° 17.34+5.85°
8 3.09+1.782 6.53+6.012 7.35%5.252 4.23+4.742
10 1.77+1.00° 2.80+4.64% 1.43+2.052 0.43+0.51%
13 0.10+0.10% 0.19+0.112 0.12+0.23? 0.05+0.112

Representado la media del porcentaje del area normalizada de la herida en cada dia de evaluacion *
desviacion estandar, n=5. ?: indica las medias mas altas por dia, letras similares son valores sin diferencias
significativas entre ellos, p-value < 0.02. Kruskal-Wallis y Tukey.

A pesar de no poseer un efecto cicatrizante, los extractos evaluados no retardan o impiden la
cicatrizacion, puesto que el cierre de la herida se da dentro de los 13 dias de monitoreo, en el caso
de los controles negativos (vehiculo) el cierre de la herida no fue total, a diferencia de los extractos

evaluados y el control positivo (Figura 45).

Dia0 Dial a3 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 13

Control positivo: 3 3

KitosCell-Q

Control negativo:
Agua

Control negativo:
DMSO

Extracto Tallo-MeOH:
1mg/mL

Extracto Tallo-MeOH:
S5mg/mL

Extracto Hoja-AcOEt:
1mg/mL

Extracto Hoja-AcOEt:
S5mg/mL

Figura 45. Reduccidn de la incision dorsal.

No se descarta la posibilidad de que alguno de los extractos de la planta silvestre presente
actividad cicatrizante, ya que los extractos obtenidos de otras especies de la familia Asteraceae

han mostrado actividad cicatrizante, tal es el caso del extracto etandlico de Elephantopus scaber,
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el cual mostro actividad cicatrizante en los modelos de excision, incision y espacio muerto en ratas
Wistar, logrando el cierre completo de la herida en 16 dias aproximadamente (327). Mientras que
la fraccion de AcOEt de un extracto de hojas de Wedelia trilobata promovid la supervivencia de
fibroblastos L929 en un 90% en un ensayo in vitro (328). El extracto metanolico de Helichrysum
graveolens también present0 actividad cicatrizante en los modelos excisional e incisional, sin

embargo, el efecto fue mayor en la fraccion de AcOEt obtenida del mismo (329).
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9. CONCLUSIONES

El cultivo in vitro de la especie E. canadensis puede establecerse desde semillas colectadas
en campo, pasando por un sistema de desinfeccidn con etanol al 70% (30 s) e hipoclorito de sodio
a0.1% (20 min). Ademas, las plantulas obtenidas de la germinacidn in vitro, poseen la morfologia
adecuada para la toma de explantes de hoja, raiz e internodo, de los cuales se puede inducir callo
mediante RCV; sin embargo, para el establecimiento de lineas de callo friable que permita la
extraccion de compuestos bioactivos, el explante de internodo cultivados en medio MS con 0.1
mg/L de PIC, 1.0 0 2.0 mg/L de BAP y sacarosa o glucosa al 3% muestra mejor respuesta a los
subcultivos constantes, mayor produccion de biomasa y mayor acumulacién de agua.

Por otra parte, el analisis de GC-MS de los extractos seriados de baja, mediay alta polaridad
de la planta silvestre permitié identificar similitudes entre la variedad colectada en México y la
variedad colectada en Europa y Asia respecto a los compuestos bergamoteno, farneseno,
curcumeno, cubebeno y estigmasterol. Se identificaron un total de 42 compuestos mediante GC-
MS, de los cuales 14 han sido reportados con alguna actividad biologica; sin embargo, la 8-metil
cumarina fue encontrada en los extractos de hexano y AcOEt de la hoja de individuos crecidos en
el Estado de Morelos, siendo este compuesto uno de los mayoritarios en ambos extractos y que
ademas no cuenta con reportes en cuanto a presencia en la especie ni actividad biologica.

Dicho compuesto podria encontrarse también en los extractos de las lineas de callo, ya que
los perfiles realizados de los callos y la planta silvestre mediante CCF exhiben similitudes en
cuanto a los compuestos mayoritarios, sin embargo, la investigacion en cuanto a la fitoquimica de
la planta silvestre mexicanay las lineas de callo obtenidas por primera vez de esta especie, requiere
ser ampliada para conocer con certeza los compuestos presentes y su abundancia, asi como su

actividad bioldgica.
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Las actividades biologicas in vitro mostraron que el extracto de AcOEt de tallo exhibe
potencial antioxidante, mientras que los extractos de hoja de hexano y AcOEt revelaron
sobresaliente actividad antifungica contra Candida albicans, asi mismo todos los extractos
inhibieron al menos una de las cepas bacterianas evaluadas (Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y S. aureus metilcilin-resistente) destacando
que el extracto de hoja de AcOEt que presenta la menor CMI (62.5 pg/mL) de todos los extractos,
y por primera vez se identifica inhibicion contra S. pyogenes, cepa contra la cual no se ha
demostrado la actividad de las variedades Europeas y Asiaticas de E. canadensis. Finalmente,
ningln extracto mostrd efecto cicatrizante en el modelo evaluado, lo que pudo ser consecuencia
del sinergismo o antagonismo entre los compuestos, se requiere ampliar el estudio de la actividad
bioldgica que presentan los extractos de la planta silvestre, lo que también sienta las bases para la

comparacion de la actividad de los extractos de las lineas de callo.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar el estudio biodirigido de la planta silvestre en funcién de la actividad antimicrobiana,
asimismo determinar su actividad antiinflamatoria y capacidad antioxidante

Realizar la cinética de crecimiento de las diferentes lineas de callo establecidas y obtener sus
perfiles por cromatografia en capa fina para conocer el momento adecuado para realizar el
subcultivo del callo y en el que la produccion de compuestos bioactivos es mayor.

Establecer el cultivo de células en suspension, determinar sus pardmetros cinéticos y comparar

su contenido quimico con los cultivos de callos y la planta silvestre.
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11. ANEXOS.

Anexo 1. Eventos académicos en los que fue presentado el proyecto

Simposio de perspectivas en biotecnologia 2023 organizado por la UAM lztapalapa y celebrado

en mayo del 2023.

Jornada a puertas abiertas de la Maestria en Medicina Molecular organizado por la Facultad de

Medicina de la UAEM y celebrado en octubre del 2023.

XXVIII Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud organizado por la UAM lztapalapa

y celebrado en noviembre del 2023.

3% Congreso Internacional de Biotecnologia Aplicada CIBTA 2023 organizado por la UTC y

celebrado en noviembre-diciembre del 2023.

192 Reunidn Internacional de Investigacion en Productos Naturales organizada por la
AMIPRONAT en colaboracion con la UAEM vy celebrada en mayo del 2024.

XXXIV Congreso Nacional de Bioguimica organizado por la Sociedad Mexicana de

Bioguimica A.C. y celebrado en octubre del 2024.
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