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Resumen

Sphaeralcea angustifolia es una planta utilizada tradicionalmente para el tratamiento de procesos
inflamatorios y problemas gastrointestinales. El extracto diclorometano de tejidos aéreos de esta
especie resulto ser activo como antiinflamatorio e inmunomodulador en modelos de inflamacidn
aguda (acetato de tetradecanoilforbol, TPA) y cronica (adjuvate completo de Freund, ACF) en
ratbn. La cumarina conocida como escopoletina aislado del extracto se ha reportado como
antiinflamatorio, inmunomodulador, inhibidor angiogénico y revertir las alteraciones
histopatoldgicas en el modelo de artritis en ratas inducida por ACF. El cultivo de células en
suspension de S. angustifolia ha sido explorado como sistema de produccidn de escopoletina; en
donde también se indujo la sintesis de tomentina y &cido sphaeralcico. Los extractos
diclorometano-metanol de biomasas celulares, tomentina y acido sphaeralcico presentaron
actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora en modelos de inflamacion (TPA y A-carragenina)
y artritis inducida por caolin/A-carragenina (C/C) en ratones. La produccién de escopoletina 'y acido
sphaerélcico se optimiz6 en las suspensiones celulares por restriccion de nitratos en el medio de
cultivo de Murashigue y Skoog (MS) y el bio-proceso celular se escalo a biorreactor de agitacion

mecanica de 2L.

Con base a la estabilidad bioquimica y genética de los cultivos de raices transformadas con
Agrobacterium rhizogenes, se propuso la obtencién de raices pilosas de S. angustifolia como un
sistema biotecnoldgico productor de compuestos activos. Se evaluaron 2 cepas A. rhizogenes de
tipo agropina (ATCC 15834/pTDT y A4/pTDT) y una de tipo cucumopina (K599/pTDT). La
mayor frecuencia de transformacién mediada por A. rhizogenes ATCC 15834/pTDT se obtuvo con
segmentos nodales (59.5 + 10.5 %) y hojas (40.0 + 25 %) de plantulas de 2 meses de edad. Se
seleccionaron 6 lineas de raices pilosas provenientes de nodo (SaTR N) y 1 de hoja (SaTR H) con
base a sus caracteristicas fenotipicas e indice de crecimiento; asi como una linea de callo
proveniente de hoja. La transformacion genética de las raices pilosas y callo se confirmd
amplificando un fragmento de 490 pb del gen rolC. El indice de crecimiento entre las 7 lineas de
raices pilosas en medio liquido fue diferente, siendo la linea SaTR N 5.1 la linea con mayor
crecimiento. La linea SaTR N7.2 presentd la mayor produccién de acido sphaerélcico (17.6 £ 1.72
mg/g PS), cuyo rendimiento fue superior a los reportados en planta silvestre (440 veces), en
suspensiones celulares cultivadas en medio MS con restriccion de nitrato en matraces (263 veces)

y en biorreactor tipo tanque agitado (5 veces); sin embargo, esta linea de raiz pilosa presenté el

Vi
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indice de crecimiento mé&s bajo, posiblemente debido a que la sobreproduccion afectd
negativamente su crecimiento por un efecto tdxico. Las lineas SaTR N7.2, SaTR N5.1, SaTR N7.1
y SaTR N15.1 excretaron acido sphaeralcico en el medio de cultivo a niveles similares. Despues
de 2 afios en cultivo, las raices pilosas de S. angustifolia provenientes de nodo siguen produciendo
escopoletina y acido sphaeralcico. La linea de raices pilosas SaTR H2.2 proveniente de hoja no

produjo los compuestos activos.

El callo desarrollado en un explante de hoja de S. angustifolia en el sitio de infecciéon con A.
rhizogenes mostro crecimiento constante en medio MS sin reguladores de crecimiento vegetal; con
este tejido de callo se establecio el cultivo de células en suspension (linea SaH3.1) en medio MS
libre de reguladores de crecimiento. En paralelo, células transformadas en suspension (SaH3.1) y
células no transformadas en suspension de callo generado de hojas de S. angustifolia se cultivaron
en medio MS con 1mg/L &cido naftalenacetico (ANA) y 0.1 mg/L de Kinetina (Kin). El indice de
crecimiento de los cultivos de células transformadas en suspension (SaH3.1) libre de hormonas y
con la adicion de ANA 'y Kin fue superior a los obtenidos en el cultivo de células en suspensién no
transformadas. Acido sphaeralcico se detectd tnicamente en los cultivos celulares transformados
(SaH3.1), y con la adicion de ANA al medio MS se duplico la produccion de acido sphaeralcico
(0.39 £ 0.11). Con base a estos resultados se evalud el efcto de la adicién de ANA (1, 2 y 4 mg/L)
sobre el crecimiento y produccion de activos en la suspension celular SaH3.1. En la primera semana
de cultivo, la mayor acumulacion y excrecion de acido sphaeralcico se obtuvo con la concentracién
de 4 mg/L de ANA. La acumulacién y excrecion de acido sphaeralcico y escopoletina se redujo en
las semanas 2 y 3 del cultivo. Con base a la similitud estructural de ANA y el acido 1,4-
dihidroxinaftoico, derivado naftoico obtenido a partir de p-hidroxibenzoico, se postulo que ANA

podria actuar como precursor en la biosintesis del acido sphaeralcico.

En el analisis por HPLC del extracto diclorometano: metanol de células en suspension
transformadas se observo la presencia de 2 compuestos mayoritarios que no han sido reportados en
planta silvestre, un compuesto (1) con tiempo de retencion de 7.84 min y absorcién maxima de
A=341y 213.4 nm; el segundo compuesto (2) con tiempo de retencion de 10.39 min y maxima
absorcion a A=377.8 y 214.5 nm. Del fraccionamiento en columna abierta del extracto
CH2CI2:CH3OH de las células en suspension transformadas con el sistema de gradientes de

H20:CH3CN, se aislaron los compuestos 1 y 2 en las reuniones 3 (90:10) y 9 (70:30),

\l
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respectivamente. Los espectros de RMN de *H y 13C de los compuestos 1 y 2 nos determina que
corresponde a derivados de fraxetina denominado 8-O-ramnosido de fraxetina (1) y 8-O-

glucopirandsido de 3,6,7-trimetoxicumarina (2).

El extracto CH2Cl2:CH3sOH (100 mg/kg) mostro un efecto gastroprotector (82.01 + 3.42%) similar
al del control positivo omeprazol (86.66 + 12.36; 20 mg/kg) en el modelo de Ulceras gastricas
inducidas con etanol en raton. El efecto gastroprotector puede ser atribuido a las cumarinas
presentes en el extracto como la escopoletina y los compuestos aislados 1 y 2. Las cumarinas son
reportadas como antiinflamatorios, por ejemplo, la cumarina y su derivado 7-hidroxi inhiben la
biosintesis de prostaglandinas; ademas, se ha demostrado que esculetina, fraxetina, dafnetina,
escopoletina y otros derivados de cumarinas son reconocidos como inhibidores enzimaticos de la

lipoxigenasa y la ciclooxigenasa, asi como de la bomba de protones H*/K*-ATPasa.
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Abstract

Sphaeralcea angustifolia is a plant traditionally used for the treatment of inflammatory processes
and gastrointestinal problems. The dichloromethane extract from aerial tissues of this species was
active as anti-inflammatory and immunomodulator in mouse models of acute
(tetradecanoylphorbol acetate, TPA) and chronic (Freund's complete adjuvant, FCA)
inflammation. The scopoletin, the active compound isolated from the extract, has been reported as
anti-inflammatory, immunomodulatory, angiogenic inhibitory and reversal of histopathological
alterations in the ACF-induced arthritis model in rats. Cell in uspension culture of S. angustifolia
was explored as a production system for scopoletin; besides, the tomentin and sphaeralcic acid
synthesis was induced. Dichloromethane-methanol extracts of cell biomass, tomentin and
sphaeralcic acid demonstrated anti-inflammatory and immunomodulatory activity in models of
inflammation (TPA and A-carrageenan) and arthritis induced by kaolin/A-carrageenan (C/C) in
mice. The production of scopoletin and sphaeralcic acid was optimized in the cells in suspensions
by reduction of nitrate concentration in the Murashigue and Skoog (MS) culture medium and the

cell bioprocess was scaled up to a mechanical agitation bioreactor of 2.0 L.

Based on the biochemical and genetic stability of transformed root with Agrobacterium rhizogenes,
obtaining hairy roots of S. angustifolia was proposed as a biotechnological system to produce active
compounds. Two A. rhizogenes strains of agropine type (ATCC 15834/pTDT and A4/pTDT) and
one of cucumopine type (K599/pTDT) were evaluated. The highest frequency of transformation
mediated by A. rhizogenes ATCC 15834/pTDT was obtained with nodal segments (59.5 + 10.5 %)
and leaves (40.0 + 25 %) of 2-month-old seedlings. Six hairy root lines from node (SaTR N) and
one from leaf (SaTR H) were selected based on their phenotypic characteristics and growth index;
as well as a line of callus from leaf. Genetic transformation of hairy roots and callus was confirmed
by amplifying a 490 bp fragment of the rolC gene. The growth index among the 7 hairy root lines
in liquid medium was different, being the SaTR N 5.1 line with highest growth. The SaTR N7.2
line presented highest production of sphaeralcic acid (17.6 £ 1.72 mg/g PS), whose yield was higher
than those reported in the wild plant (440 times), in cell suspensions cultured in MS medium with
nitrate restriction in flasks (263 times) and stirred tank type bioreactor (5 times); however, this
hairy root line had the lowest growth index, possibly because overproduction negatively affected
its growth due to a toxic effect. The SaTR N7.2, SaTR N5.1, SaTR N7.1 and SaTR N15.1 lines

excreted sphaeralcic acid in the culture medium at similar levels. After 2 years in culture, hairy
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roots of S. angustifolia from the node continue to produce scopoletin and sphaeralcic acid. The line
of hairy roots from the leaf (SaTR H2.2) did not produce the active compounds.

Callus developed on the site of infection of S. angustifolia leaf explant with A. rhizogenes showed
constant growth in MS medium without plant growth regulators; with this callus tissue, cells in
suspension (SaH3.1 line) was established in MS medium free of growth regulators. In parallel,
transformed cells in suspension (SaH3.1) and non-transformed cells in suspension from leaf callus
of S. angustifolia were cultivated in MS medium with 1mg/L naphthaleneacetic acid (NAA) and
0.1 mg/L Kinetin (Kin). The growth index of transformed cell suspension (SaH3.1) cultures free
of hormones and with the addition of NAA and Kin was higher than that obtained in the non-
transformed cell in suspension culture. Sphaeralcic acid was detected only in the transformed cell
(SaH3.1) cultures and with the addition of NAA the production of sphaeralcic acid was doubled
(0.39+0.11). Based on these results, the effect of NAA adding (1, 2 and 4 mg/L) on the growth and
production of active compounds in the SaH3.1 cell in suspension was evaluated. In the first week
of culture, the highest accumulation and excretion of sphaeralcic acid was obtained with a
concentration of 4 mg/L of NAA. Accumulation and excretion of sphaeralcic acid and scopoletin
were reduced after 2 and 3 weeks of culture. Based on the structural similarity of NAA and 1,4-
dihydroxynaphthoic acid, a naphthoic derivative obtained from p-hydroxybenzoic acid, it was
postulated that NAA could act as a precursor in the biosynthesis of sphaeralcic acid.

In the HPLC chromatogram of dichloromethane:methanol extract of transformed cells (SaH3.1) in
suspension, the presence of 2 main compounds not yet reported in the wild plant was observed;
one compound (1) with a retention time of 7.84 min and a maximum absorption of A=341 and 213.4
nm; the second compound (2) with a retention time of 10.39 min and maximum absorption at
A=377.8 and 2145 nm. From open column chromatography fractionation of
dichloromethane:methanol extract of transformed cells in suspension with the H>O:CH3CN
gradient system, compounds 1 and 2 were isolated in fractions 3 (90:10) and 9 (70:30), respectively.
The *H and *C NMR spectra of compounds 1 and 2 characterize them as derivatives of fraxetin

named fraxetin 8-O-rhamnoside (1) and 8-O-glucopyranoside 3,6,7-trimethoxycoumarin (2).

The dichloromethane:methanol extract (100 mg/kg) showed a gastroprotective effect (82.01 +
3.42%) like that of omeprazole (86.66 £ 12.36; 20 mg/kg) in the ethanol-induced gastric ulcer
model in mice. The gastroprotective effect can be attributed to the coumarins present in the extract,
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307  such as scopoletin and isolated compounds 1 and 2. Coumarins are reported as anti-inflammatory,
308  for example, coumarin and its 7-hydroxy derivative inhibit prostaglandin biosynthesis. In addition,
309  esculetin, fraxetin, daphnetin, scopoletin and other coumarin derivatives have been shown to be
310 recognized as enzyme inhibitors of lipoxygenase and cyclooxygenase, as well as inhibitor of
311  HY/K*-ATPasa pomp.
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1. Introduccion

Sphaeralcea angustifolia (Cav) G. Don (Malvaceae) es conocida en México como “Vara de San
José¢” o “Hierba del negro” (Aguilar et al. 1994). Esta planta se usa en la medicina tradicional
mexicana para tratar golpes, fracturas, inflamaciones y problemas gastricos (Aguilar et al. 1994;
Argueta et al. 1994). Los extractos de tejidos aéreos de esta planta han demostrado tener actividad
antiinflamatoria, identificando a la escopoletina como principal compuesto activo (Meckes et al.
2004; Juarez-Ciriaco et al. 2008; Garcia-Rodriguez et al. 2012). La administracion topica de una
formulacidén en gel preparada con extracto de diclorometano de tejidos aéreos de S. angustifolia al
1 % y estandarizado en el contenido de escopoletina mostrd eficacia terapéutica y tolerabilidad en
pacientes con osteoartritis en manos, capaz de reducir los sintomas asociados como son el dolor, la
inflamacion y rigidez articular (Romero-Cerecero et al. 2013).

La escopoletina se ha aislado de muchas plantas (Jain et al. 2002) y se han informado importantes
actividades farmacolégicas, como antiinflamatoria (Moon et al. 2007; Ding et al. 2008),
antioxidante (Shaw et al. 2003; Gwak et al. 2011), inhibidor del factor de transcripcién nuclear
(NF-kB) y produccion de citocinas antiinflamatorias, asi como mediadores pro-inflamatorios (Kim
et al. 2004; Deng et al. 2007), antiangiogénico en modelo de raton con artritis (Pan et al. 2009),
antiproliferativo (Thani et al. 2010), antitiroideo, antihipertensivo (Aldi et al. 2015),
antihiperuricémico (Zeng et al. 2020) y antidiabéticos (Jang et al. 2020), entre otros.

Los compuestos farmacéuticos de las plantas se pueden obtener por extraccion directa de cortezas,
tallos, hojas, flores o frutos de plantas, generalmente con bajos rendimientos; ademas, estos
compuestos usualmente tienen estructuras muy complicadas y algunos de ellos no pueden
sintetizarse usando un método organico. La escopoletina esta presente en concentraciones bajas en
la planta de S. angustifolia, motivo por el cual se establecié un cultivo de células en suspension de
esta especie como una metodologia factible para mejorar la produccion de este compuesto. Los
reportes indican que ademas de producir escopoletina, del extracto diclorometano-metanol de las
células en suspension cultivadas bajo restriccion de nitratos se aislaron tomentina y &cido
sphaeralcico, ambos compuestos se identificaron como potentes antiinflamatorios en modelos
agudos y cronicos de ratones (Pérez-Hernandez et al. 2014; Nicasio-Torres et al. 2017). Ambos
compuestos fueron capaces de modular la produccidn de citocinas pro y antiinflamatorias (Serrano-
Roman 2015; Nicasio-Torres et al. 2017). Asimismo, se report0 la actividad antioxidante de la

tomentina aislada de la corteza del tallo de Jatropha podagrica (Minh et al., 2019). La produccion
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de &cido sphaeralcico en cultivo de células en suspensidn se amplid a biorreactor de tanque agitado
obteniendo rendimientos de 3.47 mg/g PS (Pérez-Herndndez et al. 2019a). El cultivo de células
vegetales se considera una opcion potencial para la produccion de compuestos activos, sin
embargo, solo se han establecido unos pocos sistemas comerciales a gran escala debido al bajo
rendimiento de metabolitos secundarios o a la pérdida de la capacidad de acumular estos
compuestos parcial o totalmente (Caili y Meizhe 2021). Entonces, es importante explorar otros
procesos biotecnologicos para la produccion de compuestos con importante actividad antiartritica
identificados en cultivos celulares de S. angustifolia: escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico.
La transformacion genética mediada por Agrobacterium rhizogenes se ha utilizado para establecer
cultivos de raices transformadas de muchas plantas medicinales, tanto para la produccion de
compuestos activos identificados en las plantas silvestres como para la generacion de nuevos
compuestos activos. En cultivos de raices pilosas se ha logrado la produccién de algunos
metabolitos sintetizados solo en tejidos especificos, por ejemplo, vinblastina y vincristina
producidas exclusivamente en las partes aéreas de plantas de Catharanthus roseus, y catarantina
acumulada en todos los 6rganos (Schweizer et al. 2018).

Los cultivos de raices transformadas genéticamente se consideran una importante herramienta
biotecnoldgica para la produccion de metabolitos secundarios con actividad biolégica debido a que
poseen estabilidad genética y bioquimica, su capacidad de crecer en medios libres de reguladores
de crecimiento vegetal y a sus tiempos de duplicacion cortos, atributos que les otorgan ventajas
sobre los cultivos de células en suspension (Rajashekar et al. 2016; Gutierrez-Valdes et al. 2020).
Para la produccion de compuestos activos en cultivos de raices pilosas se deben considerar algunos
factores, como son la estabilidad de los compuestos y su toxicidad para el cultivo, ademas del costo
que implica su produccién (Shi et al. 2021). Otro factor que considerar es la estabilidad de las raices
pilosas para la produccion de grandes cantidades de compuestos activos en cada subcultivo a lo
largo del tiempo.

Es importante explorar los cultivos de raices pilosas para la produccion de compuestos con
importante actividad antiartritica, escopoletina, tomentina y acido sphaerélcico, identificados en
cultivos celulares en suspension de S. angustifolia. Considerando que no existen reportes en la
literatura sobre la transformacion genética de S. angustifolia, se utilizaron como punto de partida
los reportes de algunas especies de la familia Malvaceae transformadas por cepas de A. rhizogenes
ATCC 15834. Entre dichas especies encontramos Gossypium hirsutum L. y Gossypium barbadense
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L. (Triplett et al. 2008); Abutilon indicum L. (malva india; Sajjalaguddam y Paladugu 2016);
Althaea officinalis L. (malvavisco; Tavassoli y Safipour Afshar 2018); y Urena lobata L. (Phuong
et al. 2018). Con base en lo anterior, se decidid establecer un protocolo de transformacion de S.
angustifolia utilizando cepas de A. rhizogenes y seleccionando lineas de raices pilosas con el mejor
indice de crecimiento y alta produccion de escopoletina, tomentina y acido sphaerélcico como base
para el desarrollo de un sistema biotecnoldgico industrial competitivo en el futuro.

Del mismo modo se establecid un cultivo de células en suspension, producto de la infeccion de un
explante de hoja con A. rhizogenes generando callo en el sitio de herida que sostuvo un crecimiento
en medio semisolido libre de reguladores de crecimiento vegetal. El efecto gastroprotector del
extracto diclorometano: metanol del cultivo de células en suspension se evaludé en un modelo de

Ulcera gastrica inducida por etanol absoluto en raton.
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2. Antecedentes
2.1 Medicina tradicional

El uso de terapias complementarias, que incluyen los remedios con plantas, es una practica comun
a nivel mundial. La medicina tradicional es importante en la cosmovision de los pueblos indigenas
y representa el conocimiento milenario sobre el uso de plantas medicinales que los indigenas han
resguardado de valor incalculable que fortalece y preserva su identidad. La medicina tradicional
mexicana es un mosaico de piezas procedentes de culturas diferentes que han determinado
historicamente el desarrollo de la cultura nacional. La cultura de México actual proviene del
sincretismo que se produjo entre las culturas prehispanica y espafiola fusionadas a finales del siglo
XVI (Jiménez-Silva, 2017).

En la medicina tradicional mexicana se utilizan las diferentes partes de la planta, segin sea la
afectacion, lo mas comdn es usar las hojas y las flores, esporadicamente, el tallo o la raiz. Las
plantas medicinales se consumen directamente o0 pueden prepararse como infusiones o en

presentacion homeopatica (Guzman et al., 2017).

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la salud del ser
humano; no obstante, en la mayoria de las especies de plantas utilizadas se desconoce el o los
principios activos quimicos relacionados con los efectos benéficos que se les atribuyen. En afios
recientes, diversos grupos de investigacion realizan esfuerzos para identificar compuestos con
actividad bioldgica en un intento de aportar mayor conocimiento a este campo (Jiménez-Silva,
2017).

2.2 Planta de estudio: Sphaeralcea angustifolia

Sphaeralcea angustifolia crece en forma natural en climas célidos, semicalidos, aridos y templados
entre los 1,890 y los 3,900 msnm asociada a pastizales, bosque de encino, pino, pino-encino,
matorrales xerofilos y a terrenos agricolas con una distribucion disyunta. Se localiza en la parte
occidental de Estados Unidos, en el Norte y centro de México, en Argentina y paises adyacentes
(Martinez, 1979; Villasefior et al. 1998; Mcvaugh, 2001).
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Taxonomicamente la especie Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don se clasifico en el orden de
las Malvales, la familia Malvaceae, Subfamilia Malvoidae y género Sphaeralcea (National Center

for Biotecnology Information/Taxonomy).

Sphaeralcea angustifolia (S. angustifolia) es una planta herbacea o frutescente (Figura 1),
diminutamente pubescente, erecta de 0.5 a 1.5 m de alto; hojas angostamente lanceoladas de 5 a
12 c¢cm de longitud, 4 a 6 veces més largas que anchas, crenadas, a veces astado-lobuladas;
inflorescencia en forma de panicula angosta racemiforme, con hojas dentadas reducidas hacia el
segmento superior; bractéolas de caliculo filiformes, mas cortas que el caliz; caliz de 7 a 8 mm de
longitud, pubescente; pétalos de 8 a 12 mm de longitud morados o rosados, androceo usualmente
purpureo, la columna pubescente; frutos por lo general inclusos en el céliz, truncado-conicos,
mericarpios 10 a 16, de ordinarios connados en la madurez; semillas 1 a 3 generalmente glabras
(Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Figura 1. Fotografia de S. angustifolia tomada en la comunidad de Huichapan, Hidalgo, México.
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En México se le conoce con diferentes nombres comunes dependiendo de la regidén donde crece,
en la zona del Valle del Mezquital Hidalgo como “vara de San José¢”, en el Estado de México
“hierba del negro” (Aguilar et al., 1994) y duraznillo cimarrén en Querétaro (Arreguin etal., 1997).
También se conoce como corddn, hierba negra, hierba del golpe, pintapan y en lengua nahuatl con
el nombre de “tlixihuitl” (Martinez, 1979; Villasefior et al. 1998; Mcvaugh, 2001).

Esta planta se utiliza en la medicina tradicional mexicana para tratar afecciones que involucran
procesos inflamatorios. En el Estado de Durango se utiliza para tratar golpes, torceduras, fracturas
o heridas, utilizando los tejidos aéreos de la planta machacada o triturada con unas gotitas de aceite
sobre la herida; también se sugiere el uso de ramas fritas en cebo o aceite cubriendo el golpe con
un lienzo. Para heridas como granos, cortadas y descalabradas, se utiliza una infusion de la raiz o
“camotito” machacado de la vara de San José, una o dos pencas desmenuzadas de sabila, la tuna
abierta del cardén y un pedazo de cascara (corteza) de palma; también se recomienda para lavar las
heridas tres veces al dia y tomar en ayunas este té. Otro uso que se le da a esta planta es en trastornos
digestivos y/o padecimientos gastrointestinales como la disenteria y el dolor de estomago (Argueta
etal., 1994).

En la busqueda de plantas con potencial efecto antiinflamatorio de la flora medicinal de México,
se evalud la actividad antiinflamatoria de extractos de diferente polaridad de 14 plantas en el
modelo de edema subplantar en rata inducido por A-carragenina, siendo el extracto
cloroformo/diclorometano de S. angustifolia uno de los extractos mas activos (Meckes et al., 2004).
Continuando con el estudio de la especie, se demostré que la administracion del extracto de
diclorometano a una dosis de 100 mg/kg por dia, durante 8 dias, produjo una inhibicion sostenida
y significativa (62.6 %) del edema articular en ratas con inflamacion cronica inducida con
adyuvante completo de Freund (ACF); ademas, la aplicacién topica del extracto de diclorometano
redujo la formacion del edema de oreja de raton (50.6 %) inducido con acetato de
tetradecanoilforbol (TPA). En este sentido, se demuestran efectos tanto sistémicos como topicos
en el extracto de diclorometano de S. angustifolia en modelos experimentales de inflamacién
cronica. Las fracciones activas derivadas del extracto de diclorometano contenian [B-sitosterol,
estigmasterol, o- y - amirinas, acido trans-cindmico y escopoletina (Garcia-Rodriguez et al.,
2012). Posteriormente, utilizando el modelo de inflamacion de poliartritis inducido con ACF se
cuantificaron algunas citocinas pro- y antiinflamatorias caracteristicas en un proceso de

inflamacion cronica. Los resultados demostraron que el extracto inhibe los niveles séricos de las

3
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interleucinas (IL) IL-1R en un 80 %, IL-6 en 44 %y en un 59 % se inhibieron los niveles de Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)) analizado en el liquido sinovial. A su vez, se observo un
incremento de IL-10 sérica, lo que sugirié que el extracto diclorometano modula la respuesta a

nivel de citocinas pro- y antiinflamatorias (Juarez-Ciriaco et al., 2008).

El compuesto activo escopoletina administrada via oral en ratas con artritis reumatoide inducida
con el ACF disminuy6 de manera dosis-dependiente la inflamacién articular y mejoro el estado
general del animal. La dosis de 100 mg/kg via i.p. revirtio las alteraciones histopatologicas,
conservando la arquitectura histologica normal de las articulaciones debido a que fue capaz de
regular la sobreproduccion de inductores angiogénicos endégenos como el factor de crecimiento
vascular, el factor de crecimiento de fibroblastos y la IL-6 en el tejido sinovial (Pan et al., 2009).
Estas actividades sustentan los efectos antiinflamatorios e inmunomodulador determinados en el
extracto diclorometano de tejidos aéreos de S. angustifolia. También se ha demostrado la actividad
de escopoletina como antioxidante (Jang et al 2020), antidiabética (Gwak et al., 2011),
antihipertensivo (Wigati., et al 2017; Aldi., et al 2015) y antiproliferativo (Thani., et al 2010) entre

otras.

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

movimiento de las manos en los pacientes (Romero-Cerecero et al., 2013).

2.3 Produccion de compuestos activos de S. angustifolia mediante el cultivo de células en
suspension

Los compuestos farmacéuticos de plantas pueden ser obtenidos con bajos rendimientos por
extraccion directa de los tejidos donde se acumulan, corteza, tallo, hojas, etc., ademés, muchos

compuestos activos tienen estructuras quimicas muy complejas dificil de obtener por sintesis
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quimica. El cultivo de células en suspension de plantas es considerado una opcion potencial para
la produccién de compuestos activos, no obstante, solo pocos sistemas comerciales a gran escala
se han establecido debido a los bajos rendimientos de produccion o a que las células pierden la

habilidad de producir estos compuestos (Caili and Meizhe 2021).

El primer reporte sobre la produccion biotecnolégica de compuestos activos a partir de cultivos de
células en suspension de S. angustifolia es de Pérez-Hernandez et al. (2014). El establecimiento
del cultivo de callos friables se logré a partir de explantes de hoja, usando diferentes
concentraciones de acido naftalenacético (ANA) en combinacion con una sola concentracion de
kinetina (Kin) en medio de Murashige y Skoog gelificado (MS, Murashige y Skoog 1962). Las
suspensiones celulares se establecieron a partir de 4 g de biomasa fresca como indculo en 80 ml de
medio de cultivo MS liquido, con 1.0 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de Kin y 30 g/L de sacarosa. Esta
suspension celular en medio de cultivo MS completo (27.4 mM de nitrato total) produjo
escopoletina (0.038 mg/g Pesos Seco (PS); Figura 2) y un nuevo compuesto denominado acido
sphaerélcico (0.0144 mg/g PS; Figura 2). La escopoletina fue detectada solamente en el medio de
cultivo y el acido sphaeralcico en el medio de cultivo e intracelularmente. Al disminuir diez veces
el contenido de nitrato total en el medio MS (2.74 mM) el desarrollo de la biomasa de la suspensién
celular no se modifico. La concentracion de escopoletina detectada en células en suspensién
cultivadas en medio MS completo (0.038 mg/g PS) fue 5.7 veces mayor y en medio MS con 2.74
mM de nitratos (0.4 mg/g PS) fue 60 veces superior al detectado en la planta silvestre (0.0067 mg/g
PS). La suspension celular cultivada bajo la restriccion de nitratos produjo tomentina (0.96 mg/g
PS; Figura 2) y aument6 2.5 veces el contenido de acido sphaeralcico (0.036 mg/g PS; Pérez-
Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016). La mayor reduccion de nitratos totales (0.274
mM) en el cultivo de las células en suspension, Unicamente estimul6 la produccion de acido
sphaeralcico (0.067 mg/g PS), rendimiento que fue 4 veces superior al cultivado en medio MS sin
restriccion de nitratos y 22 veces superior al contenido en planta silvestre (Nicasio-Torres et al.,
2016). La produccion de estos compuestos mediante el cultivo de células en suspension y
restriccion de nitrato permitio aumentar los rendimientos en comparacion con la planta silvestre,
sin embargo, estos rendimientos requieren ser optimizados proyectando su produccion a mayor
escala (Tabla 1).
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Escopoletina Tomentina

Acido sphaeralacico

Figura 2. Estructura quimica de compuestos antiinflamatorios producidos en células en suspension de S.
angustifolia.

El cultivo de células en suspension fue llevado a un escalamiento en biorreactor de tipo tanque
agitado con 1.4 L de medio MS (2.74 mM de nitratos), suplementado con 1 mg/L de ANAy 0.1
mg/L de Kin y 30 g/L de sacarosa. El biorreactor se manej6 con una agitacién de 200 rpm y un
sistema de aireacion de 0.1 volumen de aire/volumen de medio/min, obteniendo de esta manera un
rendimiento de acido sphaeralcico de 3.47 mg/g PS (Tabla 1; Pérez-Hernandez et al., 2019a). La
modificacion de factores nutricionales ha sido una de las estrategias mas eficaces adoptadas para
aumentar la produccion de compuestos fenolicos en cultivos de suspension celular, como
flavonoides, fenilpropanoides y cumarinas (Urbanczyk-Wochniak y Farnie 2005; Fritz et al. 2006),
en el caso de las concentraciones de nitratos en medios de cultivo, es posible modular el crecimiento
de la suspensién celular y el metabolismo secundario puede direccionarse para producir

metabolitos ricos en carbono (Mora-lzquierdo et al., 2011; Nicasio-Torres et al., 2012, 2016).

Tabla 1 Rendimiento de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico reportados en cultivo de
células en suspension y planta silvestre de S. angustifolia.

Células en suspension

Matraces Biorreactor

Compuesto mg/g PS mg/g PS mg/g PS mg/g PS Planta silvestre ~ Referencia

(27.4 mM (2.74 mM (0.274 mM (2.74 mM mg/g PS

Nitratos) Nitratos) Nitratos) Nitratos)

. Pérez-
Escopoletina 0.038 0.4 0.0067 T —
. al., 2014

Tomentina 0.96 Nicasio-
SO 0.0144 0.036 0.067 3.47 0.003 Torres et al.,
sphaeralcico 2016
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2.3.1 Actividad antiinflamatoria de extractos y compuestos presentes en cultivos celulares de
S. angustifolia

La actividad antinflamatoria (39 %) del extracto CH2Cl2:CH3zOH (9:1) de la biomasa y CH2Cl del
medio de cultivo (42 %) de la suspension celular de S. angustifolia cultivadas en medio MS
reducido en nitratos (2.74 mM), fue similar en el modelo de edema subplantar inducido con A-
carragenina (100 mg/kg via i.p.) en ratones. El efecto del extracto de la biomasa fue dosis
dependiente con una Dosis Efectiva media (DEso) de 137.63 mg/kg. Posteriormente, en el modelo
de monoartritis experimental inducido con Caolin/A-Carragenina (C/C) se mostro que reduce la
inflamacion (72 %) y ejerce un efecto inmunomodulador en la producciéon de las citocinas
proinflamatorias (IL-1p y TNF-a) y antiinflamatorias (IL-4 e 1L-10). Este mismo extracto no
mostré efectos toxicos en la prueba de toxicidad por clases y fue seguro hasta la dosis de 2.0 g/kg

(Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et al., 2017).

La actividad antiinflamatoria de acido sphaeralcico y tomentina se determin6 en los modelos de
edema subplantar inducido con A-carragenina (45 mg/kg via i.p.) en ratones y en el modelo de
edema auricular inducido por TPA (1 mg por oreja). El &cido sphaeralcico y tomentina presentaron
una actividad similar a la indometacina (medicamento antiinflamatorio) en la inhibicién del edema
subplantar empleando la misma dosis. En la prueba de TPA, el acido sphaeralcico fue el mas activo
y presentd un efecto dosis dependiente con una DEsg = 0.54 mg/oreja (Pérez-Hernandez et al.,
2014). La actividad antiartritica de tomentina y acido sphaeralcico v.o. se evalué en el modelo de
caolin/A-carragenina (C/C). Al dia 9, el efecto antiinflamatorio de la administracion oral result6
dosis-dependiente para ambos compuestos, con una DEsp 10.32 mg/kg/dia para tomentina y DEsg
7.8 mg/kg/dia para &cido sphaerélcico; a dosis de 20 mg/kg el &cido sphaerélcico inhibi6 el edema
al 100 %. La administracion oral de é&cido sphaeralcico y tomentina mostr6 un efecto
inmunomodulador sobre los niveles de las citocinas pro-inflamatorias (TNF-o. e IL-1B) vy
antiinflamatorias (IL-4 e IL-10) en las articulaciones (Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et al.,
2017). El peso corporal promedio de los ratones disminuyo por el dafio sistémico inducido por C/C,
este efecto no cambio en los ratones tratados con metotrexato. En los ratones con monoartritis
tratados con el extracto de diclorometano: metanol de biomasa celular de S. angustifolia, tomentina
y acido sphaerélcico, la pérdida de peso corporal fue menor debido a la mejora fisioldgica que

presentaban los ratones y por ende ingesta del alimento (Nicasio-Torres et al., 2017).
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2.4 Cultivo de raices transformadas

Una estrategia biotecnoldgica que puede competir eficazmente con el cultivo de suspensiones
celulares son las raices transformadas (pilosas) generadas por la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes (A. rhizogenes una bacteria del suelo gram-negativa. Durante las Ultimas dos décadas,
la mayoria de los esfuerzos de investigacion utilizando los cultivos de raices pilosas se enfoca en
la investigacion del metabolismo secundario. El rapido crecimiento en medios de cultivo libres de
hormonas, la estabilidad genética y bioquimica, el bajo tiempo de duplicacion, las facilidades de
mantenimiento y la capacidad de sintetizar una gama de metabolitos secundarios, ofrecen una
ventaja adicional sobre los cultivos de células vegetales indiferenciadas (Chandra y Chandra,
2011).

2.4.1 Metabolitos secundarios obtenidos mediante el cultivo de raices transformadas

Diversos cultivos de raices pilosas de plantas medicinales se han establecido para la produccién de
compuestos activos y compuestos de novo no identificados en las plantas que crecen en su habitat
natural. Asimismo, se ha descrito que algunas vias biosintéticas que se expresan especificamente
en los tejidos aéreos de las plantas, como las hojas y los brotes, se expresan también en los cultivos
de raices pilosas y permiten detectar la presencia de metabolitos secundarios que normalmente se
acumulan solo en tejidos aéreos de la planta. A continuacion, se mencionan algunos reportes sobre
el cultivo de raices pilosas empleado para la produccion de metabolitos secundarios. Las raices
pilosas de Lawsonia inermis crecidas en medio MS produjeron lawsona bajo condiciones de
oscuridad (Bakkali et al., 1997) y las de Artemisia annua produjeron artemisinina (Giri et al., 2001).
En el caso de las raices transformadas de Catharanthus roseus, el contenido de alcaloides fue 2-3
veces superior que lo producido por raices no transformadas; ademas, el contenido de alcaloides
fue estable durante méas de 2 afios tanto cuantitativa como cualitativamente (Wanget al., 2019).
Existen otros reportes en los cuales se demuestra que las raices pilosas tienen una mayor
productividad de metabolitos secundarios comparado con la planta silvestre e incluso que otro tipo
de cultivos. Asimismo, el cultivo de raices transformadas se ha utilizado para la produccion de
cumarinas (Tabla 2), compuestos quimicos a los que pertenecen la escopoletina y tomentina, en
donde se ha logrado aumentar la produccidén de estos compuestos en comparacion con otros

cultivos.
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Existen reportes sobre cultivos de raices pilosas de dos especies de la familia Malvacea a la cual
pertenece la especie S. angustifolia, Gossypium hirsutum L. y Gossypium barbadense L.
inoculando cotiledones y segmentos de hipocotilo con A. rhizogenes ATCC 15834. Para ambas
especies de Gossypium, las hojas cotiledonares mostraron mas eventos de transformacion que los
segmentos de hipocotilo; mas de la mitad de los sitios de infeccion en los cotiledones de G.
hirsutum produjeron raices pilosas, para G. barbadense, el porcentaje de sitios de infeccién que
resulté en la formacién de raiz pilosa fue del 23.2 %. Después de 6 semanas en medio con
antibiotico, las puntas de las raices pilosas se transfirieron a medio de cultivo liquido a pequefia
escala (15 ml) sin antibidtico; la transferencia a cultivo liquido estimulé el crecimiento. Después
de 3 semanas en cultivo liquido ambas especies de algodon produjeron gosipol, un metabolito
secundario sesquiterpénico con actividad anticancerigena conocida. El nivel promedio de gosipol
observado entre 96 cultivos diferentes fue 15 mg/g de masa seca y algunos cultivos produjeron >

40 mg/g de masa seca (Triplett et al., 2008).

Para la produccion de compuestos activos en cultivos de raices pilosas se deben considerar algunos
factores, como son la estabilidad de los compuestos, su toxicidad para el cultivo debido a las
grandes cantidades acumuladas, ademas del costo que implica su produccién (Shi et al. 2021). La
estabilidad de las raices pilosas con elevada produccion de compuestos activos en cantidades
similares en cada subcultivo se logré después de muchos afios de subcultivo continuo en las raices
pilosas de Hyoscyamus muticus (16 afios) y Catharantus roseus (11 afios; Hakkinen et al. 2016;
Sun et al. 2017). Finalmente, para el cultivo a gran escala de raices pilosas un biorreactor adecuado
podria ser otro factor limitante. Las raices pilosas de Panax ginseng se cultivaron con éxito en un
biorreactor airlift de 19 L. y los de Cichorium intybus L. en el biorreactor de niebla acustica para
producir esculina, una cumarina con actividad antiinflamatoria (Bais et al. 2002; Stiles et al. 2013).
La acumulacién de metabolitos secundarios puede incrementarse mediante diferentes elicitores
bidticos y abidticos (Caili y Meizhe 2021). Existen reportes del aumento en la produccion de
umckalina, una cumarina de interes farmacologico, y fenoles simples (&cidos gélicos, vanilico y p-
cumarico) por efecto de la adicon de metil jasmonato y sacarosa en cultivos de raices pilosas de P.
sidoides (Yousefian et al., 2021). Otro reporte sobre cultivos de raices pilosas de Prunella vulgaris
estimulados, indican que la adicion de etefén incrementd 1.66 veces el contenido de acido
rosmarinico 8 dias después de su adicion, y un incrementd 1.48 veces 2 dias despues de la adicion
de acido salicilico (Ru et al., 2016).
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Es importante mencionar que algunas empresas farmacéuticas (Mibelle, Sederma y Rootec)
utilizan esta tecnologia para producir compuestos importantes para la salud: La empresa Rootec
produce atropina (medicamento anticolinérgico) a partir de raices pilosas de Atropa belladonna,
nicotina (terapia de reemplazo de nicotina) de Nicotiana glauca, gingsenosidos (antioxidante,
anticancerigeno, para enfermedades cardiovasculares) de Panax ginseng y camptotecina

(anticancerigeno y antiviral) de Camptotheca acuminata (Ochoa-Villarreal et al. 2016).
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635  Tabla 2. Produccion de compuestos activos en cultivos de raices transformadas versus otros cultivos.

636
Rendimientos Rendimiento en
Especie Compuesto Actividad otros cultivos mg/g Referencia
mg/g PS PS
Anticancerigenas
" Gosipol Antiviral . .
Gossypium barbadense (Polifenol) Antimicrobiana 40 Raices 17.4 Triplett et al., 2008
Antiflngico
- Plombagina .
Plumbago indica (Naftoguinona) Antitumoral 11.6 Plantas 5.7 Gangopadhyay et al., 2011
Escopoletina Inmunomodulador
pole Antiinflamatorio 0.123 Brotes ND
(Cumarina)
Rutacultina Antimicrobiana
(Cumarina) Antiinflamatoria 0.269 Brotes 0.136
UL 0.137 Brotes 0.028
(Cumarina)
Bergapteno Antiinflamatoria
Ruta graveolens L. (Furanocumarina) Antl_mlcroblgna 1.01 Brotes 0.41 Sidwa-Gorycka et al., 2009
Anticonvulsiva
Isopimpinelina e
(Furanocumarina) Antifungica 1.06 Brotes 0.056
Xantotoxina Antitumoral
. Antiinflamatoria 0.41 Brotes 0.338
(Furanoumarina) . .
Anticonvulsiva
Rutamarina Antiviral
(Dihidro- Antiespasmogeénico 0.33 Brotes 0.224
furanocumarina)
S Resveratrol Vasorelajante -4 . -6 ‘s
Vitis vinifera (Polifenol) Anitioxidante 2.7X10 Raices T 9X10 Hosseini, 2017
Anticancerigeno
Salvia miltiorrhiza Tanshinonas Antiinflamatorio 0.931 Planta 1.6x10™ Kai et al., 2012
Antioxidate
Umbelliferona Antioxidante Células en
Ammi majus - Antimicrobiano 19 > Staniszewska et al., 2003
(Cumarina) Antihi = Suspensiéon 1
ntihiperglucémico
637
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2.4.2 Generacion de raices pilosas

Laraiz pilosa y el tumor de agalla de corona son dos enfermedades de las plantas causadas por dos
bacterias del suelo Gramnegativas, A. rhizogenes y A. tumefaciens, respectivamente. En los
plasmidos de las cepas de A. tumefaciens (Ti, inductor tumoral) y de A. rhizogenes (Ri, inductor
de raiz) las secuencias invertidas (25 pb) en los extremos 5” y 3" denominadas borde izquierdo y
derecho (TL y TR) delimitan la secuencia de ADN que se transfiere (ADN-T) a la célula vegetal.
El ADN-T transferido permite que las células vegetales proliferen para formar tumores o agallas
en la corona, y en el caso del plasmido Ri, la extensa formacion de raices adventicias en el sitio de
infeccion o cerca del mismo. Los tejidos vegetales transformados también son dirigidos por genes
dentro del ADN-T para producir metabolitos inusuales llamados opinas, que sirven como nutrientes

especificos para las bacterias (Sevon et al., 2002).

El mecanismo molecular de la transferencia del ADN-T a la planta es probablemente el mismo
para ambas especies de Agrobacterium, no obstante, la base fisioldgica de la tumorogénesis es
diferente. Los tumores resultan de la sobreproduccidon de las fitohormonas auxinas y citoquininas
especificadas por los genes del ADN-TL de A. tumefaciens (Gelvin, 1990). La base fisioldgica de
la enfermedad de la raiz pilosa no esta totalmente comprendida, se alude que la alteracion del
metabolismo de la auxina en las células transformadas desempefia un papel importante en la
expresion del fenotipo de la raiz pilosa (Gelvin, 2000; Palazén et al., 1997) pero no tiene injerencia
en la expresion del ADN-T en las células vegetales transformadas (Bahramnejad, et al., 2019). Los
estudios fisiologicos han demostrado que algunos de los genes del ADN-TL les confieren a las
células transformadas mayor sensibilidad a las auxinas suministradas extracelularmente
(Bahramnejad, et al., 2019).

2.4.3 Mecanismo de la interaccion entre células de plantas y Agrobacterium

Una de las primeras etapas en la interaccion entre Agrobacterium y una planta es la union de la
bacteria a la superficie de la célula de la planta. La célula vegetal se vuelve susceptible a
Agrobacterium cuando presenta una lesién provocando la liberacién de compuestos fendlicos,
como la acetosiringona, la cual activa la region vir del plasmido bacteriano (Binns, 1988). Se ha
demostrado que el plasmido de Agrobacterium contiene tres componentes genéticos necesarios

para la transformacion de células vegetales. EI primer componente, el ADN-T que se inserta en el

12
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genoma en las células vegetales, es un elemento de ADN mdvil. El segundo es el &rea de virulencia
(vir), que contiene varios genes vir, estos genes no se transfieren a la célula de la planta, sino que,
junto con el ADN cromosémico (dos loci) promueven la transferencia del ADN-T. El tercer
componente, las llamadas secuencias repetidas de borde (25 pb) reside en el plasmido Ti/Ri de
Agrobacterium. La movilidad del ADN-T estd determinada en gran parte por estas secuencias y

son los Unicos elementos cis necesarios para su procesamiento (Gelvin, 2000).

La transferencia de ADN-T de la bacteria a la célula de la planta es un proceso que involucra
actividades de recombinacion, repeticion y reparacion, muy probablemente mediadas por enzimas
de la célula hospedera. El proceso general de integracion es probablemente muy similar a cualquier
recombinacion ilegitima de ADN extrafio en genomas eucariotas (Zupan y Zambryski, 1995;
Tinland, 1996; Gelvin, 2000).

2.4.4 Caracterizacion de los plasmidos de A. rhizogenes

Los plasmidos son grandes (200 a mas de 800 kb) y contienen una o dos regiones de ADN-T y una
region Vir (virulencia) necesarios para la formacion de raices (Gelvin, 1990). La clasificacion de
los plasmidos Ri se basa en el tipo de opinas sintetizadas en las células vegetales transformadas
por A. rhizogenes. Las cepas de tipo agropina (A4, 15834, LBA9402, 1855) inducen raices para
sintetizar agropina y manopina, y las cepas de tipo manopina (8196, TR7, TR101) inducen raices
para producir solo manopina. Los plasmidos Ri de tipo agropina son muy similares como grupo y
distinto de los plasmidos de tipo manopina. Los plasmidos Ri mas estudiados son los de cepas de
tipo agropina, consideradas las mas virulentas y por lo tanto mas utilizadas en el establecimiento
de cultivos de raices pilosas. El uso de Agrobacterium como vector se basa en su capacidad Unica
de transferir una parte de su propio ADN (ADN-T) al genoma nuclear de las células vegetales.
Cualqguier ADN colocado entre los bordes sera transferido a una célula vegetal, esta propiedad ha
sido extremadamente Gtil para la introduccién de nuevos genes en las plantas, ya sea para

investigacion o para aplicaciones practicas (Tinland, 1996).

2.4.4 Genes implicados en la formacion de raiz pilosa
Los genes responsables de la formacion de la raiz pilosa se encuentran en el ADN-T del plasmido
Ri que consta de dos regiones de ADN-T separadas, el ADN-TL y el ADN-TR (White et al., 1985).

13
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Cada uno de los fragmentos de ADN-T abarca una region de 15 - 20 kb separados entre si por al
menos 15 kb de ADN de pldsmido no integrado y los dos fragmentos se pueden transferir de forma
independiente durante el proceso de infeccion. EI ADN-T del plasmido Ri de tipo agropina tiene
una homologia de secuencia limitada con las secuencias de ADN-T del plasmido Ti de tipo
nopalina u octopina, y comparte homologia solo en la region correspondiente a dos loci que
codifican la sintesis de auxina y los loci de sintesis de agropina. No se ha reportado homologia
entre el ADN-T del plasmido Riy el locus tmr del ADN-T del plasmido Ti. Los genes que codifican
la sintesis de auxina (tmsly tms2) y la sintesis de agropina (ags) se han localizado en el ADN-TR
del plasmido Ri de tipo agropina. Los plasmidos Ri de tipo manopina contienen solo un ADN-T
que comparte una homologia de secuencia de ADN considerable con la TL de los plasmidos de
tipo agropina (Gelvin, 1990; White et al., 1985; Vilaine et al., 1987).

Con el anélisis de mutaciones del ADN-TL se identificaron cuatro loci genéticos designados como
locus rolA, rolB, rolC y rolD que promueven la induccion de raices pilosas. La secuencia completa
de los nucle6tidos de la region TL revel6 la presencia de 18 marcos de lectura abierta (OFR), 4 de
los cuales, ORF 10, 11, 12 y 15 respectivamente, corresponden a loci rolA, rolB, rolC y rolD.
También se demostrd que rolA, rolB y rolC desempefian el papel mas importante en la iniciacion
de raices pilosas; en particular, rolB parece ser crucial en el proceso de diferenciacion de las células
transformadas. Aunque el ADN-TR no es esencial para la formacion de raiz pilosa, se ha
demostrado que el gen auxl albergado en este segmento proporciona a las células transformadas
una fuente adicional de auxina para la formacion de raices pilosas (Gelvin, 1990; Sarkar et al.,
2018).

El gen rolA se encontrd en todos los plasmidos Ri conocidos cuyo extremo N-terminal esta
altamente conservado entre diferentes cepas, mientras que el C-terminal varia considerablemente.
Se trata de una proteina con una masa molecular pequefia (11.4 kDa) y un alto punto isoeléctrico
(11.2). Estas caracteristicas sugieren que rolA puede interactuar con los acidos nucleicos y estar
implicado en la regulacion de la expresion génica en plantas (Sarkar et al., 2018). Ademas, la
expresion de rolA reduce la sintesis de ciertas hormonas como auxina, citocinina, giberelina, acido
abscisico y etileno (Sarkar et al., 2018). El analisis de eliminacion de la regién promotora revelé la
presencia de tres dominios funcionales (A, B, C: —638...-477 pb, —473...-366 pb y —200...-366

pb respectivamente (Guivarc'h et al., 1996).
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Estudios sobre la transformacion de las plantas a través de la inactivacion de los oncogenes, mostrd
que la transformacion por el gen rolB activado indujo un fenotipo de raiz pilosa agravitropica con
un crecimiento acelerado y ramificacion; por ello se penso que el gen rolB desempefiaba un papel
fundamental en el enraizamiento (Mauro y Bettini, 2021). Sin embargo, el papel del gen rolB no
se limita a la formacion de raices, ya que en la literatura se describieron ejemplos de otros cambios
morfologicos derivados de la transformacion de plantas con vectores que contienen el gen rolB. En
experimentos sobre tejidos aislados obtenidos de plantas y pedunculos transformados por el gen
rolB, se demostrd que afecta la formacion de varios tipos de meristemos y un tipo especifico de
diferenciacion est4 determinado por el equilibrio hormonal del tejido original (Sarkar et al., 2018).
Ademas, rolB, asi como rolC, es un potente inductor de cambios del metabolismo secundario en
plantas transgénicas (Shkryl et al., 2008). A nivel celular, rolB probablemente altera su sensibilidad
a la auxina, es posible que rolB estimule la produccion de proteinas de union a auxina o aumente
su actividad (Mauro y Bettini, 2021).

La proteina RolC de la cepa pRi A4 tiene actividad g-glucolitica y es capaz de liberar citocininas
activas de conjugados con N- y O-glucésidos; ademas, rolC fue capaz de escindir N-glucésidos
resistentes a otras glicosidasas celulares. Los transformantes rolC (rolC bajo promotor
constitutivo) presenta un mayor contenido de citocininas libres. La proteina RolC se localiza en el
citoplasma y las citocininas asociadas a glucdsidos se localizan en las vacuolas; probablemente,
RolC escindi6 glucdsidos exdgenos antes de que fueran secuestrados en las vacuolas (Estruch et
al., 1991). El fenotipo de las plantas transgénicas por rolC no depende de la capacidad de la proteina
RolC para liberar citocininas de los conjugados (Estruch et al., 1996). La sacarosa puede estimular
la formacion de raices de crecimiento debido a que en la regiéon promotora rolC hay un elemento
regulador cis activado por sacarosa (ubicado en las proximidades de -13... -94 del punto de
iniciacion de la transcripcion), por lo tanto, la sacarosa puede actuar como una molécula de

sefializacion que induce la expresién de rolC en el sistema vascular (Mohajjel-Shoja et al., 2011;).

El gen rolD, a diferencia de otros genes rol, no se detectd en todas las cepas de A. rhizogenes. El
efecto principal del rolD es la formacion de meristemos post-embrionario, en particular la
formacion de yemas axilares, asi como una floracion mas temprana y abundante (Trovato et al.,
2018). En plantas transgénicas, la expresién de rolD esta vinculada a todos los tejidos diferenciados

en crecimiento como cotiledones, hojas y partes de una flor; el nivel de expresion depende de la
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edad del tejido, el maximo nivel se presenta en tejidos adultos y disminuye con el envejecimiento
(Altamura, 2004).

El analisis de la secuencia de nucledtidos demostr6 que rolD tiene homologia de secuencia con la
ornitina ciclodesaminasa, participa en la conversion dependiente de NAD" de L-ornitina en L-
prolina (Trovato et al., 2001). La ornitina ciclodeaminasa se encontrd en A. tumefaciens, esta
implicado en el catabolismo de la inopina y en la sintesis de la arginina en las células tumorales.
Ademas, la ornitina ciclodeaminasa esta codificada fuera del ADN-T, es decir, en la parte del
plasmido Ti que no se transfiere al genoma de la planta durante la transformacion (Schindler et al.,
1989). Es interesante observar que en la especie estrechamente relacionada A. rhizogenes, la
secuencia de la ornitina ciclodeaminasa es parte del ADN-T y la bacteria no la usa para el
catabolismo de la opina, pero tiene motivos cis reguladores eucarioticos por los cuales un gen de
ornitina ciclodeaminasa puede expresarse solo en células vegetales. Ademas, como en rolB, rolD
tiene un promotor regulado por auxinas, el dominio Dof se detect6 en este promotor (Altamura,
2004).

2.4.5 Formacidn de células indiferenciadas por la infeccion de A. rhizogenes

Moyano y col. (1999) demostraron que la inoculacion de secciones de hojas de plantas de Nicotiana
tabacum, Datura metel y un hibrido de Duboisia con la cepa A4 de A. rhizogenes, indujo raices
transformadas con capacidad para producir alcaloides como nicotina, hiosciamina y escopolamina.
Las raices obtenidas mostraron morfologias como de raices pilosas tipicas con alta capacidad de
producir alcaloides y raices callosas con crecimiento mas rapido y menor produccion de alcaloides.
El gen aux1 localizado en el ADN-TR de A. rhizogenes se detectd en todas las raices que mostraban
una morfologia similar a un callo y solo se detect6 en el 25-60 % de los cultivos de raices
establecidos que mostraban una morfologia pilosa tipica. Estos estudios demostraron un papel
significativo de los genes aux en la morfologia de las raices transformadas y la importancia de la
morfologia tipica de la raiz pilosa en la produccion de escopolamina. Los estudios con raices
pilosas de Panax ginseng también apoyaron los efectos de los genes ubicados en el ADN-TR sobre
la morfologia de la raiz y el metabolismo secundario (Mallol et al. 2001). El gen ORF13 se expresa
en respuesta a una herida estimulando la formacion de callos y previniendo la diferenciacion de las

celulas (Hansen et al. 1997).
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De los genes rol, rolB es aparentemente el inductor méas eficaz del metabolismo secundario y
también el supresor més poderoso del crecimiento celular. En los callos transformados de Rubia
cordifolia, la expresion de rolB se correlaciond positivamente con el aumento de la expresion del
gen que codifica a la enzima isocorismato sintasa (ICS), enzima clave en la biosintesis de
antraquinonas (Shkryl et al. 2008). Los niveles altos de expresion del gen rolB se correlacionaron
con lainhibicion del crecimiento de estos callos de una manera dependiente; en tanto que, los genes

rolA'y rolC no afectaron el crecimiento de los callos (Shkryl et al. 2008).

El gen rolC es capaz de estimular la produccion de alcaloides tropano (Bonhomme et al. 2000),
alcaloides piridinicos (Moyano et al., 2002), alcaloides inddlicos (Palazon et al. 1998),
ginsendsidos (Bulgakov et al., 1998) y antraquinonas (Bulgakov et al. 2002; Shkryl et al. 2008) en
plantas transformadas y cultivos de células vegetales. En callos transformados de R. cordifolia, la
expresion de rolC condujo a un aumento estable del contenido de antraquinona. El grado de
expresion del gen ICS fue de 1.3 a 1.8 veces mayor que el de las células no transformadas
(Bulgakov et al., 2002). Después de periodos prolongados de cultivo (mas de 5 afios), los callos
transformados con rolC de R. cordifolia acumularon de 2.0 a 4.3 veces mas antraquinonas que los
callos no transformados, lo que demuestra que el aumento en la productividad adquirido es estable
a lo largo del tiempo (Shkryl et al. 2008). La produccion de antraquinonas y la expresion del gen
ICS dependian de la expresion de rolC. a mayor expresion del gen rolC mayor expresion del gen

ICS y con ello la acumulacion de antraquinonas (Shkryl et al. 2008).
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2.5 Incidencia de Ulcera péptica en México

Las ulceras pépticas (UP) afectan a un promedio de 14.5 millones de personas con rango de
mortalidad de 4.08 millones (Murray, 2013). En México, la Secretaria de Salud reporté en el afio
2005 que las UP estaban en el 15° lugar como causa de muerte en personas mayores de 65 afios
(0.8 %) con un total de 2,209 defunciones (Rafia et al., 2009).

Un total de 1,596,641 casos de enfermedades no transmisibles (ENT) se reportaron de enero a junio
del afio 2021, a través del Sistema Unico Automatizado para la Vigilancia Epidemiolgica
(SUAVE) enlistadas en el Apéndice informativo B de la Norma Oficial Mexicana NOM-017-
SSA2. El mayor porcentaje de notificacion de ENT correspondi6 a casos de Ulceras, gastritis y
duodenitis (28.2 %), seguidos por los casos de hipertension arterial (15.4 %) y obesidad (14.8 %)
De acuerdo con los registros del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), en
ese mismo afio, la tasa nacional de incidencia de Ulcera, gastritis y duodenitis fue de 349 casos por
cada 100 mil habitantes; los casos de esta enfermedad tuvieron mayor incidencia en el sexo
femenino, la tasa de incidencia por grupo de edad en mujeres fue de 790 casos por cada 100 mil
habitantes en el grupo de 45 a 49 afios y de 607.1 en el grupo 60 a 64 afios en el sexo masculino
(SERETARIA DE SALUD, 2021).

2.5.1 Inflamacion y dafio gastrico por ulceras

Las UPs se reconocen como el problema mas comun del tracto gastrointestinal caracterizadas por
la perdida de la integridad de la mucosa del estdbmago (Ulcera géastrica [UG]) o duodeno (Ulcera
duodenal [UD]) a causa de un proceso de inflamacion continua (Del Valle, 2016).

La mucosa gastrica tiene una funcion central en el sistema de defensa y reparacion del epitelio
gastrico (Figura 3). A través de las prostaglandinas regulan la liberacion de bicarbonato y moco
en la mucosa géstrica, inhiben la secrecion de las células parietales y son importantes en el
mantenimiento del flujo sanguineo mucoso y la restitucion celular epitelial. La biosintesis de
prostaglandinas a partir del &cido araquidonico es catalizada por las isoenzimas ciclooxigenasas
(COX): la COX-1 o isoforma constitutiva y la COX-2 o isoforma inducible. La COX-1 esta
presente en la mayoria de las células, incluidas las células endoteliales, el epitelio gastrointestinal

y las plaquetas; en estos tejidos, COX 1 regula la sintesis de prostaglandinas que participan en el
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mantenimiento de las funciones fisioldgicas basicas como la secrecién de moco en el estdmago.
Esta isoforma tiene una funcidn importante en la preservacion de la integridad de la funcién renal,
la agregacion plaquetaria y la integridad de la mucosa del tubo digestivo. En tanto que la COX-2
estd presente en pocos tejidos y estd involucrada en el proceso de inflamacion en macréfagos,

leucositos, fibroblastos y células sinoviales (Carrion, 2000).

I Fosfolipidos de membrana

& Fosfolipasa A2

Acido araquidénico

Estomago Macréfagos
Rifiones COX-1 COX-2 —= | Leucocitos
Plaquetas trofica inflamacion Fibroblastos
Endotelio & & Endotelio

TXA,, PGl,, PGE; PGl>, PGE,

Integridad de la mucosa gastrica Inflamacion

Agregacion Plaquetaria Mitogénesis

Funcion renal Formacién de hueso

Figura 3. Representacion esquematica de la sintesis de prostaglandina E, (PGE.) y prostaciclinas (PGI.).
Se muestra también las caracteristicas de y la distribucion de las encimas ciclooxigenasa (COX) 1y 2.
Tomado y editado de Harrison, Principios de Medinia Interna 19? edicion (2016).

Las UG que aparecen en el area prepilorica o las del cuerpo relacionadas con la tlcera duodenal
tienen una patogenia similar. La secrecion de acido gastrico (basal y estimulado) es normal o
disminuye en los pacientes con UG. Cuando esta aparece en presencia de concentraciones minimas
de &cido existe una alteracion de los factores de defensa preepiteliales (moco, bicarbonato o

fosfolipidos).

Las UG se clasifican segun su ubicacion: las de tipo | aparecen en el cuerpo gastrico y se
acomparian a menudo de una produccion reducida de acido gastrico; las de tipo Il aparecen en el
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antro y la cantidad de &cido géastrico es reducida o normal; las de tipo I11 aparecen a 3 cm del piloro
y suelen acompafiarse de UD y una produccion normal o excesiva de acido gastrico; asimismo, las
de tipo IV surgen en el Cardis y se vinculan con hipoproduccion de acido gastrico (Del Valle,
2016).

El &cido géstrico y el pepsindgeno secretadas en el estdmago pueden lesionar la mucosa. Las
células parietales del estomago producen &cido gastrico, tanto en reposo como por la ingesta de
alimentos (Figura 4a), asi como por estimulos colinérgicos a traves del nervio vago y los estimulos
histaminérgicos de origen gastrico circunscrito (Figura 4b). El estimul6 de secrecion de acido
gastrico tiene tres fases, segun sea el sitio donde se origina la sefial (cefélica, gastrica e intestinal).
1) La vista, el olfato y el gusto de los alimentos constituyen los componentes de la parte cefélica,
que estimula la secrecion gastrica a traves del nervio vago. 2) La fase gastrica se activa por algunos
nutrientes (aminoacidos y aminas) una vez que el alimento penetra en el estdmago, a su vez, el
acido géstrico secretado activa de forma directa a las células G y estas activan a las células
parietales a través de mecanismos directos e indirectos. La Gltima fase de la secrecion de &cido
gastrico empieza cuando el alimento penetra en el intestino, dicha fase se halla bajo regulacién de
la distencion de la luz y la asimilacion de nutrientes (Schubert y Peura., 2004; Del Valle, 2016).
Las células endocrinas de la mucosa gastrica (células D) producen la horma digestiva somatostatina
en repuesta al acido gastrico, inhibiendo con ello su secrecion por un mecanismo directo (células
parietales) e indirecto (menor liberacién de histamina desde la célula semejantes a las
enterocromafines [ECL enterochromaffin-like]), a través de la produccion de gastrina por las
células G. Otros factores, nerviososos (centrales y periféricos) y humorales (amilina, péptido
natriurético auricular, coleciostocinina, grelina, IL-11, obestatina, secretina y serotonina) también

participan para contrarrestar la secrecion de acido (Del Valle, 2016).
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Acido, factor intrinseco, pepsindégeno b

<«— Capa mucosa
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Figura 4. Representacion esquematica de la glandula oxintica gastrica a) y célula parietal gastrica b). Célula
semejante a las enterocromafines (ECL), acetilcolina (ACh), monofosfato de adenosina ciclico (CAMP).
Tomado de Harrison, Principios de Medicina Interna 192 edicion (2016).

La célula parietal expresa receptores para diversos estimulos de la secrecion de acido (Figura 5),
incluidos histamina (H2), gastrina (colecistocinina B y receptor de gastrina) y acetilcolina
(muscarinico, M3). La union de la histamina con el receptor de H activa a la adenilatociclasa y
aumenta el monofosfato de adenosina ciclico (CAMP). La activacién del la gastrinay los receptores
muscarinicos tiene como resultado la activacion de la via de sefiales de la proteina cinasa
Clfosfoinositésido. A su vez, cada una de estas vias de sefiales regula una serie de secuencias
desencadenantes de cinasas que regulan a la bomba secretora de acido H*, K*-ATPasa la cual
produce una elevada concentracion de H*. Se trata de una proteina unida a membrana compuesta
por 2 subunidades, a y . Esta enzima utiliza energia quimica del trifosfato de adenosina (ATP)
para transferir iones H* del citoplasma de las células parietales a los canaliculos secretores e
intercambiarlos por K*. Las bombas de protones se reciclan a la fase inactiva en las vesiculas

citoplasmicas una vez que cesa la activacion de las células parietales (Del Valle, 2016).
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Figura 5. Posibles mecanismos por los cuales se puede producir alteraciones en la secrecién gastrica.
Tomado y modificado de Harrison, Principios de Medicina Interna. 192 edicion (2016).

2.5.2 Ulceras producidas por farmacos antiinflamatorios no esteroideos

En la actualidad la Ulcera gastrica se asocia en un 50-70 % de los casos con presencia de
Helicobacter pylori, y en un 24 % por ingesta de farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(AINES); en tanto que, el 95 % de las Ulceras duodenales se asocian con infeccién por H. pylori
(Watanabe et al., 2001; Hernandez et al., 2008). Estudios en animales han demostrado que la
adherencia de neutrofilos a la microcirculaciéon gastrica desempefia una funcion esencial en el
inicio de la lesion de la mucosa iniciada por AINES. La lesion de la mucosa caracterizada por
hemorragia submucosa y erosiones es resultado del encuentro topico con los AINES. Muchos de
estos ultimos y el &cido acetilsalicilico son &cidos débiles que permanecen en una forma lipéfila
no ionizada en el ambiente gastrico. En estas circunstancias, los AINES se desplazan a través de
las membranas lipidicas de las células epiteliales y lesionan a la célula una vez que quedan
atrapados en su interior en forma ionizada. Asimismo, tales farmacos topicos alteran la superficie
mucosa, lo que posibilita la retro difusion de H* y pepsina, con lo cual se dafia ain mas la célula
epitelial. Ademas, las preparaciones amortiguadoras o con capa entérica también tienen riesgo de
producir UP (Del Valle, 2016).

El efecto atiinflamatorio de los AINES esta mediado por la inhibicion de la COX-1, enzima que

regula la sintesis endégena de prostaglandinas, provocando la erosion superficial de la mucosa
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gastroduodenal. De esta manera un AINE sera mas gastro-lesivo cuanto mas inhiba la COX-1; por
tanto, el indice COX-2/COX-1 sera més alto, por lo contrario, un AINE sera mejor tolerado a nivel
gastrointestinal cuanto menos inhiba la COX-1, con lo que su indice COX-2/COX-1 sera mas bajo
(Carrion, 2000; Domingo, 2002; Ricciotti y FitzGerald, 2011).

2.5.3 Ulceras producidas por etanol

La investigacion de los mecanismos enddgenos de gastroproteccion es de utilidad en el desarrollo
de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la Ulcera péptica. La administracién oral de
etanol es un método de induccion de dafio gastrico. La administracion de etanol al 25 % reduce la
secrecion de moco e incrementa la secrecion de acido gastrico (Kang et al., 1995). La
administracion de etanol al 50 % causa dafio por la constriccion de las vénulas (Saeki et al., 2004)
y la reduccion del flujo sanguineo gastrico produce necrosis en la mucosa y dafio gastrico extenso
en un periodo de tiempo corto (Bou-Abboud et al., 1988). El etanol absoluto induce cambios
histopatoldgicos severos en la mucosa de estomagos de rata y raton, que consisten en agudas
lesiones erosivas hemorragicas, acompafiadas de congestion vascular, edema y necrosis (Al-
Shabanah et al., 2000; Gazzieri et al., 2007). Ademas, el etanol absoluto disminuye los niveles
gastricos de proteinas, acidos nucleicos, grupos sulfhidrilos no proteicos y sustancias antioxidantes
(Zamora-Rodriguez et al., 2007); también incrementa el contenido de radicales libres debido a la
estimulacion de la lipoperoxidacion, impacta en los niveles de los mediadores de gastroproteccion
enddgenos como el 6xido nitrico, prostaglandinas y sulfuro de hidrégeno, lo cual contribuye al
desarrollo del dafio gastrico (Al-Shabanah et al., 2000; Chavez-Pifia y Navarrete, 2009).

El acido gastrico y los radicales libres generados a partir de la xantina oxidasa (Mutoh et al., 1990)
y los neutrofilos (Tepperman y Soper, 1990) en la mucosa gastrica, juegan un papel importante en
la patogénesis de las lesiones gastricas agudas inducida por etanol. Los radicales libres importantes
en la produccion de lesiones gastricas agudas conocidos son los superédxidos, hidroxilo, &cido
hipocloroso (HOCI), y un compuesto de peroxinitrito formado en presencia de éxido nitrico en
exceso generado por la enzima 6xido nitrico sintasa inducida (iNOS) y el radical superdxido
(Mahattanadul et al., 2011).
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2.5.4 Cumarinas con actividad gastroprotectora

Las cumarinas tienen mdaltiples actividades bioldgicas, afectan la formacion y el secuestro de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los procesos que involucra la lesion mediada por los
radicales libres. Las cumarinas pueden reducir la inflamacién, por ejemplo, la cumarina y su
derivado 7-hidroxi inhiben la biosintesis de prostaglandinas (Fylaktakidou et al., 2004); esculetina,
fraxetina, dafhnetina, escopoletina y otros derivados de cumarinas son reconocidos como
inhibidores enzimaticos de la lipoxigenasay la ciclooxigenasa, también de la generacion de aniones

superdxido dependientes de neutrofilos (Fylaktakidou et al., 2004).

En el modelo de Ulceras gastricas inducidas por etanol al 80 %, se determind que la escopoletina
(1 mg/kg) inhibid la formacion de Glceras en un 82.25 % y en un 81.42 % en el modelo de Ulceras
inducido por serotonina. La escopoletina elimina radicales libres de oxigeno, compuestos
peroxinitritos y controla los niveles de serotonina; ademas, se especuld que la escopoletina puede
reducir la secrecién de acido gastrico a través de la supresion de H*/K*-ATPasa (Mahattanadul et
al., 2011).
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3. Justificacion

Los estudios que sustentan la efectividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de tejidos aéreos
de la especie Sphaeralcea angustifolia, dejaron clara la necesidad de desarrollar métodos
biotecnologicos viables que permitan obtener tejidos vegetales in vitro productores de los
metabolitos activos, tomentina escopoletina y acido sphaeralcico, estos dos ultimos son dos
potentes antiinflamatorios detectados en los tejidos aéreos de la planta que también es utilizada en
la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

Una técnica ampliamente utilizada para la produccion de compuestos activos es la generacion de
raices transformadas a través de la infeccidn de tejidos vegetales con Agrobacterium rhizogenes.
Los cultivos de raices pilosas acumulan metabolitos que normalmente se acumulan en los tejidos
aéreos de una planta intacta, crecen en medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento vegetal
y, ademas, son genética y bioquimicamente estables. Las investigaciones sobre la produccion de
compuestos de interés farmacologico en cultivos de raices pilosas de diferentes plantas medicinales
se han realizado en matraces con agitacion orbital; no obstante, pocos procesos han sido escalados
a biorreactor. EI empleo de biorreactores para cultivar raices pilosas bajo condiciones controladas
es viable para la produccién de compuestos activos. En este sistema biotecnoldgico es posible
optimizar las condiciones de cultivo para optimizar el crecimiento de las raices pilosas y la
produccién de metabolitos activos con interés de aplicaciones industriales, debido a que se
minimizan las variaciones en el rendimiento y la calidad del producto.

Con base en lo anterior, y considerando que especies de la familia Malvaceae son susceptibles a la
transformacion genética mediada por A. rhizogenes, se propuso la generacion de raices pilosas de
S. angustifolia como una estrategia biotecnologica que permita la produccion continua de
escopoletina, tomentina y 4&cido sphaeralcico, principales compuestos antiinflamatorios e
inmunomoduladores producidos por la planta silvestre y en el cultivo de células en suspensién de
esta especie. Ademas, con base al uso tradicional y actividades farmacoldgicas reportadas para los
extractos y compuestos se propuso evaluar el efecto gastroprotector del extracto diclorometano:
metanol del cultivo de células en suspension en un modelo de Ulceras gastricas en raton inducidas

por etanol absoluto.
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Preguntas de investigacion
¢La transformacion genetéica mediante la infeccion de tejidos aéreos de Sphaeralcea angustifolia
con Agrobacterium rhizogenes generard lineas transformantes con altos rendimientos de

produccién de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico?

¢El extracto diclorometano: metanol de las células en suspension transformadas, que presenta 2
compuestos no identificados, mostrara efecto gastroprotector en un modelo de Ulcera géstrica

inducida por etanol absoluto en raton?

4. Hipotesis
La transformacion genética mediada por la infeccién con Agrobacterium rhizogenes de nodos y
hojas de Sphaeralcea angustifolia generara lineas de raices pilosas y/o callos productores de los

compuestos activos escopoletina, tomentina y/o acido sphaeralcico.

El extracto diclorometano: metanol (9:1) de células en suspension transformadas de S. angustifolia
productora de compuestos antiinflamatorios y compuestos mayoritarios no identifados tendran un

efecto gastroprotector en el modelo de Ulceras gastricas inducidas con etanol absoluto en raton.
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5. Objetivos Generales
Generar lineas de cultivos de raices y células en suspension transformadas de Sphaeralcea
angustifolia productoras de escopoletina, tomentina y/o acido sphaeralcico mediante la infeccion

de tejidos aéreos con Agrobacterium rhizogenes.

Evaluar la actividad antiulcerogénica del extracto diclorometano: metanol (9:1) de células en
suspension transformadas en un modelo de Ulceras gastricas inducidas con etanol absoluto en ratén

e identificar al menos un compuesto en el extracto evaluado.

5.1 Objetivos particulares

Establecer un protocolo de transformacion genética de S. angustifolia a través de la seleccién del
explante susceptible a la infeccion por las cepas de A. rhizogenes K599/pTDT, A4/pTDT o ATCC
15834/pTDT.

Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S. angustifolia productoras
de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y acido sphaerélcico mediante el

analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las raices transformadas.

Establecer cultivo de células en suspension transformadas de S. angustifolia y cuantificacion de
compuestos activos mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1)

de las células en suspension.
Evaluar el efecto antiulcerogénico del extracto diclorometano: metanol (9:1) de células en
suspension transformadas de S. angustifolia, en un modelo de Glceras gastricas inducidas por etanol

absoluto en raton.

Aislar e identificar los 2 compuestos producidos en el cultivo de células en suspension

transformadas de S. angustifolia que no se han identificado.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Material vegetal de Sphaeralcea angustifolia

Plantas con frutos de S. angustifolia se colectaron en la localidad de Huichapan, Estado de Hidalgo,
México. Se integraron ejemplares botanicos de la planta y se depositaron en el herbario de plantas
medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social en la Ciudad de México (IMSSM), para su
registro (con numero de registro 16412) y en el herbario de la Universidad Autonoma del Estado
de Morelos (UAEM) 37527.

6.1.1 Germinacién in vitro de semillas

Se seleccionaron semillas, sin y con previa escarificacion, y se desinfectaron en una solucién de
etanol al 70 % por 3 min, seguida de una solucion de hipoclorito de sodio al 1.2 % por 10 miny 3
enjuagues con agua destila estéril. Todos los procedimientos se llevaron a cabo dentro de una

campana de flujo laminar.

Las semillas se sembraron en frascos tarro de vidrio con 40 mL de medio de cultivo semisélido de
Murashige and Skoog (MS) al 50 %, 30 g/L de sacarosa, pH 5.7 y 3.0 g/L de PhytaGel; previo a su
uso el medio de cultivo se esterilizd en autoclave a 121 °C y 1.2 kg/cm? de presion durante 18
minutos. Los recipientes sembrados se incubaron a 26 °C con fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad
bajo 50 umol m? st de intensidad de luz blanca fluorescente céalida. EI nimero de semillas
germinadas en promedio de 3 repeticiones se registrd a los 10 dias en cultivo en cada repeticion y
se compararon con una prueba de t-student cuyo valor de p < 0.05 fue considerado significativo

empleando el software GraphPad Prism version 8.0.

6.2 Induccion de raices pilosas por Agrobacterium rhizogenes

Se cortaron segmentos nodales y de hojas de plantulas de 1 y 2 meses de edad y se sumergieron
durante 10 min en una suspension de las cepas bacterianas de A. rhizogenes K599/pTDT (tipo
cucumopina), A4/pTDT y ATCC 15834/pTDT (tipo agropina) a una densidad Optica de 0.5 de
absorbancia a A=550 nm. El vector binario pTDT contiene el gen que codifica a la enzima treonina
desaminasa del tomate el cual le confiere una fluorescencia roja al tejido vegetal transformado.

Posteriormente, el exceso de la suspension bacteriana en cada explante se elimin sobre papel filtro
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esteril y se transfirio a frasco con medio de cocultivo a base de medio MS gelificado sin sacarosa
y se incubaron a 26 °C con fotoperiodo luz/oscuridad (16 h: 8 h) bajo 50 pumol m2 s de intensidad

de luz blanca fluorescente calida durante 48 y/o 72 horas.

Transcurrido este tiempo, se procediod a la eliminacién de la bacteria con una serie de tres lavados
durante 30 minutos cada uno con agua destilada estéril conteniendo los antibidticos Ceftriaxona y
Cefotaxima a una concentracién de 300 mg/L cada uno. Consecutivamente, los explantes se
secaron sobre una pieza de papel filtro estéril y enseguida se transfirieron a frascos con medio MS
complementado con 10 g/L de sacarosa, los antibioticos antes mencionados a las mismas
concentraciones y condiciones de incubacion antes descritas. La aparicion de las raices en cada

explante fue monitoreada diariamente.

6.2.1 Individualizacion y seleccion de lineas de raices pilosas

Las raices pilosas emergidas en cada explante se individualizaron al alcanzar una longitud de 1.0
cm, se clasificaron e identificaron por un nimero asignado al explante y a la raiz, de modo que
cada una fuera identificada y considerada putativamente como una linea de raiz transformada. Las
raices pilosas clasificadas fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss
V8) para valorar la emision de florescencia roja que confirme la insercién del gen tdt.

Las raices se sub-cultivaron individualmente en caja de Petri con medio MS semisélido libre de
fitorreguladores, con antibidticos y se incubaron en las condiciones previamente descritas; la
concentracion de los antibiéticos se redujo gradualmente (200, 100 y 50 mg/L) hasta la eliminacion
de la bacteria. Los criterios de seleccidn de las raices pilosas fueron: 1) caracteristicas fisicas de
raices pilosas, 2) capacidad de crecimiento activo en ausencia de reguladores de crecimiento y 3)

emisién de fluorescencia roja bajo el microscopio de epifluorescencia.

La formacion de callo en los explantes infectados se registré siguiendo la misma analogia y se
cultivo en caja Petri con medio MS semisolido, libre de fito-reguladores de crecimiento, con

antibioticos a las concentraciones antes mencionadas hasta la eliminacién de la bacteria.

Posteriormente, las lineas de raices y callo transformados se cultivaron en frasco tipo tarro

conteniendo 40 mL de medio MS semisélido complementado con 30 g/L de sacarosa, pH 5.7 y

29



1095
1096

1097

1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106

1107

1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115

1116

1117
1118
1119
1120

Metodologia

libre de reguladores de crecimiento. Los cultivos se cambiaron a medio fresco en tarro cada 4

semanas para su proliferacion.

6.2.2 Establecimiento de cultivos liquidos de raices pilosas y células en suspension

Cada linea de raiz pilosa (2 g) y callo transformado (3 g) se cultivaron en matraces Erlenmeyer con
80 mL de medio liquido MS libre de reguladores de crecimiento, adicionando 30 g/L de sacarosa
y ajustando el pH a 5.7. Los cultivos se incubaron a 25 = 2 °C con fotoperiodo de 16 h luz/: 8 h de
oscuridad bajo 50 pmol m? s de intensidad de luz fluorescente blanca calida y agitacion orbital a
110 rpm (New Brunswick Scientific Co. Inc.). Cada 21 dias, las suspensiones celulares y raices
transformadas se filtraron al vacio en embudo Buchner (papel de filtro Whatman No. 1, 9 cm de
diametro), las raices y/o las células en suspension retenidas se cambiaron a medio fresco

conservando el mismo inéculo.

6.2.3 Indice de crecimiento de raices pilosas y células en suspension

El crecimiento de las lineas de raices pilosas seleccionadas y de las células en suspension se evaluo
después de 2 y 3 semanas en cultivo tipo lote. La medicion se realizo6 por triplicado (tres matraces),
cada matraz se filtr al vacio usando un embudo Buchner (papel de filtro Whatman No. 1, 9 cm de
diametro), las raices retenidas y/o las células en suspension se lavaron con agua destilada estéril;
se determind el peso fresco (PF) y los cultivos se secaron en estufa (Thelco 160 DM) a 65 °C
durante 48 h. El indice de crecimiento (IC) a las 2 y 3 semanas de crecimiento se determiné en

peso seco (PS) considerando la siguiente férmula:

_ (PSF — PSI )
N PSI

IC

Donde:
PSF = Peso seco final de raiz y/o células en suspension a 2 y 3 semana de cultivo.

PSI = Peso seco inicial de raiz y/o células en suspension al tiempo 0 de cultivo.
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Los datos obtenidos sobre el IC a cada tiempo de las lineas de raices y/o células en suspension
transformadas se compararon con una prueba de ANOVA simple y una post-prueba de Tukey
empleando el software SPSS version 11 y SAS version 9.1, cuyos valores de p < 0.05 se

consideraron significativos.

6.2.4 Confirmacion de la transformacion genética de raices y células en suspension

La transformacion genética de las raices pilosas y células en suspension se confirmé por la
presencia del gen rolC mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés). Paraello, el ADN de las raices pilosas, células en suspension y de planta silvestre se extrajo
mediante el protocolo de bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) establecido por Murray y
Thompson (1980). Las reacciones en cadena de la polimerasa se llevaron a cabo para el gen rolC
utilizando oligos especificos para este gen: 5 TGTGACAAGCAGCGATGAGC 3, 5
GATTGCAAACTTGCACTCGC 3' generando un fragmento de 490 pb (Bonhomme et al., 2000).
Como control negativo se utilizé la amplificacion de un fragmento del gen VirD2 que se encuentra
en la bacteria de A. rhizogenes y no se transfiere a la planta. Para este fin se emplearon los oligos
5-ATGCCCGATCGAGCTCAAGT-3' y 5-ACCGTCGGCTCTACAAACCCAGTCC-3'
generando un fragmento de 338 pb (Haas et al., 1995). La reaccion se llevé a cabo utilizando un
termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient) bajo las siguientes condiciones: un ciclo a 95 °C
por 5 min seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min, 1 min de alineamiento
a 50 °C y 1 min de elongacién a 72 °C, finalmente 1 ciclo de 5 min a 72 °C. Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y visualizados por tincién con

bromuro de etidio en un transiluminador con luz ultravioleta (BioDoc-it).

6.3 Efecto de acido naftalenacético (ANA) sobre el crecimiento y produccién de activos en
cultivos de células en suspension

Después de 3 meses del establecimiento de la suspension celular, se evalu6 el efecto de la adicién
de ANA a diferentes concentraciones 1.0, 2.0, y 4.0 mg/L en combinacion con una concentracion
constante de Kin (0.1 mg/L) al medio de cultivo, ajustados a pH 5.7 y adicionados con 30 g/L de
sacarosa. Los cultivos se incubaron en las condiciones previamente descritas para la suspension

celular.
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La produccidn de los compuestos activos (escopoletina y acido sphaerélcico) y el crecimiento (IC)
se evalud a la semana 1, 2 y 3 en cultivo tipo lote como ya fue descrito. Los valores de IC y
contenidos de escopoletina y acido sphaeralcico obtenidos a cada tiempo de las células en
suspension transformadas se compararon con una prueba de ANOVA simple y una post-prueba de
Tukey empleando el software SPSS version 11 y SAS version 9.1, cuyos valores de p < 0.05 se

consideraron significativos.

6.4 Cuantificacion de compuestos activos de raices pilosas y células en suspension

6.4.1 Extraccion de biomasa

La biomasa seca de 3 matraces de cada linea de raiz pilosa y de células en suspension a cada tiempo
de cultivo, se extrajeron 3 veces por maceracion (24 h para cada procedimiento) a temperatura
ambiente con una mezcla de disolventes grado reactivo (CH2Cl2:CH3OH 9:1 V/V; Merck) en una
proporcion de 1:50 (P/V). Los extractos se filtraron, se reunieron considerando el cultivo, linea 'y
tiempo de evaluacion, y se concentraron hasta sequedad a presion reducida. EI contenido de acido
sphaerélcico y escopoletina en los extractos de CH2Cl,:CH3OH se determind mediante el analisis
de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) ya reportado (Pérez-Hernandez et al., 2014;

Nicasio-Torres et al., 2016; Nicasio-Torres et al., 2017; Pérez-Hernandez et al., 2019).

6.4.2 Extraccion del medio de cultivo

El medio de cultivo filtrado de 3 matraces de las lineas de raices transformadas SaTR 5.1, 7.1, 7.2
15.1 y de células en suspension adiocionadas con 1, 2 y 4 mg/L de ANA a cada tiempo de cultivo,
se extrajeron por separado 3 veces mediante una biparticion empleando CH>Cl> (Merck) en una
proporcion 1:1 (V/V). Los extractos se filtraron, se reunieron considerando el cultivo, linea y
tiempo de evaluacién, y se concentraron hasta sequedad a presion reducida. El contenido de acido
sphaeralcico y escopoletina en los extractos de CH2Cl2 se determind mediante el analisis por HPLC
(Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016; Nicasio-Torres et al., 2017; Pérez-
Hernandez et al., 2019).
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6.4.3 Condiciones de HPLC

Los anélisis de HPLC se realizaron utilizando un sistema Waters (modulo de separacion 2695)
acoplado a un detector de diodos (2996) con un rango de deteccion de 190-600 nm operado a traves
del sistema de software Manager Millennium (Empower 1; Waters Corp., Boston, MA, EE. UU).
Las separaciones se realizaron en una columna Spherisorb RP-18 (250 x 4.6 mm, 5.0 um; Waters
Corporation) utilizando una temperatura constante de 25 °C durante los analisis. Las muestras (20
pL) se eluyeron a un flujo de 1.0 mL/min con un gradiente de solventes de alta pureza: (A) H.O
con acido trifluoroacético (TFA; 0.5%, Sigma Aldrich) y (B) CH3CN de alta pureza (Merck). Los
compuestos se detectaron controlando la absorbancia de escopoletina A = 344 nm y &acido
sphaerélcico A = 357 nm. La identificacion de escopoletina (99% de pureza; Sigma-Aldrich
Chemical, México) y acido sphaeralcico (95%) se realiz6 comparando sus espectros de absorcion
y sus tiempos de retencion (escopoletina 10.3 min y acido sphaeralcico 22.8 min). La relacion de
concentracion para la cuantificacion de escopoletina fue de 1.25 a 20 pg/mL y para el acido
sphaeralcico de 2.5 a 40 pg/mL. La ecuacion de regresion para la escopoletina fue (y) = 165407
(X) +16720, r?> = 0.9993, y para el acido sphaeralcico fue (y) = 7381.9 (x) + 1362.2, r> = 0.9998,
con r?> 0.99. El 4cido sphaeralcico fue purificado de células en suspension de S. angustifolia
previamente con base al protocolo ya establecido y reportado (Pérez-Hernandez et al., 2014;
Nicasio-Torres et al., 2017; Serrano-Roman et al., 2020).

6.5 Andlisis y fraccionamiento quimico del extracto CH2Cl2:CH3OH de células en suspension
transformadas

La biomasa seca (130g) de células en suspensiéon transformada se macerd por 72 h con
CH:CI2:CH3O0H (9:1 V/V) en una proporcion 1:20 con respecto a la biomasa (P/V), el proceso de
extraccion se repitid 3 veces. Los extractos fueron filtrados usando papel filtro Whatman No.1,
reunidos y concentrado mediante un rotavaporador Biichi-490 (Buchi, Flawil, Switzerland) a 40
°C a presion reducida. El extracto (6.4 g) fue almacenado para su posterior analisis cromatografico

y farmacoldgico.

El extracto (5.5 g) se fracciond mediante cromatografia en columna abierta (CCA) repleta con
silica gel RP-18 (40-63 um; Merck) empleando un sistema de gradiente H>O:CH3CN grado
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reactivo. Se colectaron 117 alicuotas de 10 mL las cuales se reunieron de acuerdo con su perfil

cromatogréafico en 16 fracciones (Tabla 3).

El monitoreo de las reuniones se realizd mediante cromatografia en capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucion agua: acetonitrilo 70:30 V/V, observacién bajo lampara de luz UV a 254 nm y
365 nm, y empleando sulfato sérico como revelador. Las reuniones SaCsR3 (compuesto 1) y
SaCsR9 (compuesto 2) fueron analizadas mediante HPLC bajo las condiciones de operacion antes
mencionadas; en la reunion SaCsR9 precipitdo el compuesto 2 al adicionar acetonitrilo. La

estructura de los compuestos fue determinada por analisis espectroscopicos de RMN C y H.

Tabla 3. Sistema de elucion en gradiente empleado en el fraccionamiento en columna abierta del
extracto CH,Cl>:CH30H de células en suspension transformadas de S. angustifolia.

Agua Acetonitrilo . .
9 Alicuotas Reuniones SaCsR

(%) (%)
1-3 1
% 1-
95 5% 8 4 )
90 10% 9-16 5-11 3
12-19 4
0 .
85 15% 17-24 20-26 c
80 20% 25-32 27-31 6
32-38 7
0 -
75 25% 33-42 39-47 3
70 30% 43-53 48-56 9
65 35% 54-63 57-69 10
60 40% 64-74 70-78 11
55 45% 75-85 79-84 12
50 50% 86-95 85-89 13
30 70% 96-105 90-103 14
104-111 15
0 .
0 100% 106-117 112117 16

6.6 Actividad antiulcerogénica

6.6.1 Animales

Se emplearon ratones hembra de la cepa ICR con un peso promedio de 35 g. Los animales se
mantuvieron a una temperatura de 22 + 3 °C, una humedad del 70 + 5 %y ciclos de luz y oscuridad
de 12 h/12 h con acceso libre al agua y alimentos. Los experimentos se realizaran de acuerdo con

la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccion,
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Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio) y las normas éticas internacionales para el cuidado y
uso de animales de laboratorio. El protocolo de Investigacion se registrd y aprobd por el Comité
Local de Investigacion y Salud (CLIS-1702) y Comité de (CONBIOETICA 17 CEI 00120190121)
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con el nimero de registro 2018-1702-016.

6.6.2 Ulceras géstricas

Después de 24 h de ayuno, los ratones (n=4) fueron divididos al azar y sometidos a los siguientes
tratamientos: 1) el grupo control negativo recibié una dosis de etanol absoluto de 0.12 mL/10 g de
peso de raton; el control positivo recibié una dosis a 10 mg/kg de omeprazol disuelto en agua
destila a un volumen 0.12 mL/10 g de peso de raton; el tratamiento experimental a base del extracto
CH:CI2:CH30H de células en suspension a una dosis de 100 mg/kg disuelto en agua destila al
volumen utilizado en los otros grupos. Una hora después del tratamiento, los ratones tratados con
el farmaco y el extracto recibieron la dosis de etanol absoluto para inducir la formacion de Ulceras
gastricas. Después de 1 h, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical previamente

anestesiados pentobarbital sddico via intraperitoneal (Sedalphorte MR, 25 mg/kg).

Cada estdbmago se abri6 a lo largo de la curvatura mayor, se enjuagaron con agua destilada y
posteriormente se retir0 el exceso de agua. Los estomagos fueron fotografiados para la
cuantificacion del area total del estbmago y el area lesionada de tejido usando el programa ImageJ,
posteriormente los estémagos fueron almacenados a -20 °C. La presencia de bandas elongadas de
lesiones hemorréagicas-rojas paralelas al eje méas largo del estmago es un sintoma de Ulcera

gastrica. El indice de ulceracion (1U) es determinado mediante la siguiente formula:

drea ulcerada
U

" area total del estomago

El porcentaje de proteccion se obtuvo mediante la siguiente formula:
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(1U control — IU tratamiento)
* 100

% de proteccion = IU control

Los valores de 1U se compararon con una prueba de ANOVA simple y una post-prueba de Dunnett
empleando el software SPSS version 11 y SAS version 9.1, cuyos valores de p < 0.05 se

consideraron significativos.

El % de proteccidn entre los tratamientos se compar6 con una prueba de t-student cuyo valor de p

< 0.05 fue considerado significativo empleando el software GraphPad Prism version 8.0.
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ObjetiVO 1 Establecer un protocolo de transformacién genética de S. angustifolia a través de la

seleccion del explante susceptible a la infeccion por las cepas de A. rhizogenes K599/pTDT,
A4/pTDT o0 15834/pTDT.

7. Resultados

7.1 Germinacion in vitro

El porcentaje de germinacion de las semillas (8.57 %) se incrementd al implementar el proceso de
escarificacion (65 %) con un lijado suave de la testa antes de la desinfestacion (p = 0.003). El bajo
porcentaje de germinacion puede deberse a que la semilla se encuentra en un estado de dormancia
externa, lo cual podria deberse a que la testa de la semilla es muy dura e impide que la semilla

absorba humedad y haya intercambio gaseoso con el interior de la semilla.

7.2 Induccion de raices pilosas por A. rhizogenes

La sensibilidad de las plantas a la transformacion depende de varios factores, como el tipo y edad
del explante, las condiciones de cultivo, la cepa bacteriana y las interacciones Agrobacterium-
huésped, entre otros (Colling et al. 2010). Explantes de 1 mes de edad fueron infectados con las
cepas de A. rhizogenes ATCC 15834/pTDT y K599/pTDT, sin embargo, no se generaron raices en
los sitios de infeccion después de 4 semanas en cultivo. En cambio, los explantes de 2 meses de
edad fueron susceptibles a las 3 cepas de Agrobacterium probadas; la infeccién con la cepa
K599/pTDT solo tuvo respuesta en un explante de segmento nodal; la cepa A4/pTDT tuvo una
respuesta en explantes de segmento nodal de 33.1 = 10.5 % y en hoja de 24.0 £ 4 %; sin embargo,
esta frecuencia de transformacion fue menor que la cepa ATCC 15834/pTDT, que fue la que
presentd la mayor frecuencia de transformacion (Tabla 4) en explantes de segmentos nodales (59.5
+10.5 %) y hoja (40 + 25 %).

Tabla 4. Respuesta de explantes de hojas y segmentos nodales de plantulas de 2 meses de S.
angustifolia a la infeccion por cepas de A. rhizogenes.

Cepa ATCC 15834/pTDT A4/pTDT K599/pTDT
Explante Segmento nodal Hoja Segmento Nodal Hoja Segmento nodal Hoja
Frecuencia de 59.50+10.5%  40.0+25 33.1+105 24.0+4 1.65+1.65 NR
transformacion (%o)

Numero de raices 145 52 43 31 2 NR
Numero de callos NR 1 NR NR NR NR
Numero de raices 6 4 NR NR NR NR

pilosas

Los valores de la frecuencia de transformacion son la media de 2 experimentos + error estandar de la media (n = 60).
De acuerdo con el ANOVA de frecuencia de transformacion: F = 17.7, p > 0.05 y prueba de Tukeyo.0s = 40.676

Las medias con * fueron diferentes significativamente.

NR: sin respuesta
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ObjetiVO 1 Establecer un protocolo de transformacién genética de S. angustifolia a través de la

seleccion del explante susceptible a la infeccion por las cepas de A. rhizogenes K599/pTDT,
A4/pTDT o0 15834/pTDT.

Las raices pilosas de explantes de S. angustifolia infectadas con las cepas ATCC 15834/pTDT y
A4/pTDT aparecieron aproximadamente 7 dias después del co-cultivo; en cambio, de la cepa
K599/pTDT, las raices emergieron después de 20 dias. En algunos segmentos nodales aparece
primero un callo blanquecino en el sitio de la infeccion y en otros Unicamente emergen las raices
(Figura 6).

Ambos tipos de explantes mostraron susceptibilidad a la cepa de A. rhizogenes ATCC 15834/pTDT
(Tabla 4); la mayor frecuencia de transformacion se obtuvo en explantes nodales. Estas frecuencias
relativamente bajas podrian deberse a la edad de los explantes de S. angustifolia, el tiempo de co-
cultivo y la competencia para transformar esta especie de planta. Estos resultados son inferiores a
los reportados para otras especies de la familia Malvaceae transformadas con cepas de A.
rhizogenes ATCC 15834. Una frecuencia de transformacion del 83% + 5.2% después de 5 dias de
co-cultivo se reporto para brotes de plantulas de Althaea officinalis con 15 dias de germinacion;
del 97.33% para explantes de hojas y del 86.33% para tallos de plantulas de 15 dias de Urena
lobate L. (Phuong et al.2018; Tavassoli y Afshar 2018).

Un callo friable se formd en un explante de hoja infectado con la cepa ATCC 15834/pTDT el cual

prolifer6 en medio MS libre de reguladores de crecimiento.
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Obj etivo 1 Establecer un protocolo de transformacion genética de S. angustifolia a través de la

seleccion del explante susceptible a la infeccidon por las cepas de A. rhizogenes K599/pTDT,
A4/pTDT o0 15834/pTDT.

1305

1306  Figura 6. Induccion de raices pilosas en explantes de hojas y segmentos nodales de plantulas de S.
1307  angustifolia. Aparicion de raices pilosas en: a segmentos nodales y b explantes de hojas (7-20 dias); ¢, d
1308  caracteristica morfoldgica de la raiz pilosa (12 semanas); e, f raices cultivadas en medio MS semisélido (18
1309  semanas); g, h propagacion de biomasas en medio liquido MS (subcultivo 28).

1310
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

7.2.1 Individualizacion y seleccion de lineas de raices pilosas

Todas las raices individualizadas cultivadas en un medio MS semisélido se observaron bajo un
microscopio de epifluorescencia y ninguna de ellas mostro fluorescencia roja. Las raices pilosas
que mostraran fluorescencia roja implicaria eventos de doble transferencia de ADN-T al genoma
de la planta, uno proveniente del plasmido Ri de tipo silvestre y el otro del vector binario pTDT
portado por la misma cepa de A. rhizogenes. La ausencia de fluorescencia roja en estas raices
pilosas podria deberse a que no se insertd el ADN-T del vector binario pTDT en el genoma de la
planta, o que el sitio donde se inserté el ADN-T no permite la expresion de este gen. Resultados
similares fueron obtenidos por Moreno-Anzures et al. (2017) en la transformacion de la especie

Lopezia racemose Cav.

Las siete lineas de raices, 1 de hojas (SaTR H2.2) y 6 de nodos (SaTR N5.1, SaTR N7.1, SaTR
N7.2, SaTR N12.2, SaTR N12.4 y SaTR N15.1), putativamente transformadas obtenidas de la
infeccion con la cepa ATCC 15834/pTDT presentaron variabilidad en su morfologia y crecimiento,
estas diferencias podrian deberse a que cada clon de raiz fue el resultado de un evento de
transformacion independiente (Batra et al., 2004). Las lineas de raices pilosas seleccionadas fueron
aquellas que mostraron crecimiento activo en un medio semisélido sin reguladores de crecimiento

vegetal, presentando mayor ramificacion lateral y crecimiento plagiotropico.

7.2.2 Establecimiento de cultivos liquidos de raices pilosas

Cuando las raices pilosas se transfirieron al medio de cultivo liquido, la linea SaTR N7.2 formo
pequefios callos no friables y las lineas SaTR N5.1, SaTR N7.1, SaTR N7.2 y SaTR N15.1
mostraron medios de cultivo con un pigmento rojizo. Las lineas SaTR 12.2 y la linea SaTR H2.2
no presentaron el color rojizo observado en las otras lineas de raiz. Esta variacion podria deberse a
alteraciones genéticas provocadas por la expresion de genes ADN-T de A. rhizogenes y a su sitio
de integracién o al nUmero de copias y la orientacion de insercion en el genoma de la planta
(Chandra, 2012).
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y acido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

7.2.3 Indice de crecimiento

El crecimiento de las raices pilosas en lotes se evalu después de ocho subcultivos en medio liquido
MS (6 meses). Las lineas de raices pilosas SaTR N5.1, SaTR N12.2 y SaTR N12.4 presentaron el
indice de crecimiento mas alto después de 3 semanas de cultivo (Tabla 5). Estos resultados son
similares a los estudios realizados con cultivos de raices pilosas de P. candollei var. Candollei
cultivado en matraces con un inoculo del 1% en medio de cultivo B5, con un indice de crecimiento
de 9 a los 25 dias de cultivo (Danphitsanuparn et al., 2012). Los cultivos de raices pilosas de Salvia
officinalis obtenidos con A. rhizogenes cepa ATCC 15834 y cultivados en medio liquido Wooden
Plants, presentaron un indice de crecimiento de 11 a las 4 semanas de cultivo (Grzegorczyk et al.,
2006).

Tabla 5. indice de crecimiento de lineas de raices pilosas de Sphaeralcea angustifolia
transformadas con Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834/pTDT.

indice de crecimiento

Linea de raiz Peso seco inicial (g)

2 semanas 3 semanas
SaTR N5.1 0.153+0.02 5.02+ 0.47** 6.84+0.84**
SaTR N7.1 0.206+0.04 1.17+0.77 3.33%£1.46
SaTR N7.2 0.175+0.03 1.0+0.15 1.47+0.30
SaTR N12.2 0.121+0.01 2.33+0.86 5.82+0.54*
SaTR N12.4 0.184+0.01 2.51+0.11 5.95+0.45*
SaTR N15.1 0.186+0.03 1.15+0.37 3.20+0.68
SaTR H2.2 0.155+0.20 2.65+0.76 4.86+0.22

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3).
De acuerdo con el ANOVA y prueba de Tukey, las medias con * y ** fueron significativamente diferentes
F = 18.04, ** p <0.01, Tukeyoos = 1.59 para 2 semanas; F = 19.26, ** p <0.01, Tukey o5 = 2,09 para 3 semanas

7.2.4 Confirmacién de la transformacion genética
La transformacion genética de las lineas de raices pilosas seleccionadas se confirmé mediante un
procedimiento rapido y eficaz utilizado en informes anteriores, que amplifica un fragmento del gen

rolC por PCR (Figura7) y un fragmento del gen VirD2; este ultimo gen no se transfiere al genoma
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y acido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

de la planta y se ha utilizado para confirmar que los cultivos de raices pilosas estén libres de la
bacteria A. rhizogenes (Hékkinen et al., 2016; Moreno-AnzUrez et al., 2017). Se sabe que, con
cierta frecuencia, el ADN-T de Agrobacterium no se transfiere completamente al genoma de la
planta (Rossi et al., 1996).

Figura 7. Productos de PCR de lineas de raices pilosas transformadas de Sphaeralcea angustifolia a) Carril
1: marcador de ADN de 1 Kb, carril 2: banda amplificada de rolC del ADN de Agrobacterium rhizogenes
(control positivo), carril 3 a 9: banda amplificada de rolC del ADN de raices pilosas (SaTR H2.2, N5.1,
N7.1, N7.2, N12.2, N12.4, N15.1, respectivamente), carril 10: ADN de plantulas silvestres de Sphaeralcea
angustifolia (control negativo). b) Carril 1: marcador de ADN de 1 Kb, carril 2: banda amplificada de VirD2
de ADN de Agrobacterium rhizogenes (control positivo), carril 3 a 9: ADN de raices pilosas (SaTR H2.2,
N5.1, N7,1, N7. 2, N12.2, N12.4, N15.1, respectivamente), carril 10 ADN de plantulas silvestres de
Sphaeralcea angustifolia (control negativo).

7.3 Analisis de compuestos activos de raices pilosas

La presencia de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico en los extractos diclorometano-
metanol (raices pilosas secas) y diclorometano (medio de cultivo liquido) de 7 lineas de S.
angustifolia se confirmé mediante la comparacion de sus tiempos de retencion y espectros de
absorcion de los compuestos detectados en los andlisis por HPLC (Figura 8). EI compuesto

tomentina no se detectd en ninguno de los extractos de las lineas de raices pilosas analizadas. A
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

excepcion de las lineas SaTR N12.2 y SaTR H2.2, 4, 5 lineas de raices pilosas tienen el potencial
de producir escopoletina y acido sphaeralcico. La linea de raiz pilosa SaTR N12.4 solo produce
acido sphaeralcico y se acumula en la biomasa; en tanto que la linea SaTR H2.2 no se detecto
escopoletina ni acido sphaeralcico (Tabla 6). Escopoletina se identific6 como el compuesto
antiinflamatorio en tejidos aéreos de plantas silvestres y en cultivo de células en suspension de S.
angustifolia; el acido sphaerélcico es un compuesto de novo identificado en las células en
suspension cultivadas en medio MS bajo restriccion de nitratos (Garcia-Rodriguez et al., 2012;
Pérez-Hernandez et al., 2014). De acuerdo con el ANOVA vy la prueba de Tukey, la linea SaTR
N7.2 tuvo los contenidos mas altos de escopoletina y acido sphaeralcico a las 2 y 3 semanas de
cultivo; sin embargo, esta linea de raiz pilosa presentd el indice de crecimiento mas bajo. El
rendimiento de escopoletina fue 75 veces mayor que el detectado en la planta silvestre y 39 veces
mayor que el reportado para cultivos de células en suspension de S. angustifolia (0.038 mg g~* PS)
cultivados en medio MS completo adicionado con 1.0 mg L™ de ANA y 0.1 mg L de Kin. El
rendimiento de &cido sphaerélcico fue 440 veces superior al determinado en plantas silvestres y
tres digitos superiores al reportado en células en suspension (0.0144 mg g?) cultivada en medio

MS completo (Nicasio-Torres et al., 2016).
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Figura 8. Cromatogramas de HPLC y espectros de absorcién de estandares: a) tiempo de retencién de acido
sphaeralcico 22.83 min. y b) tiempo de retencidon de escopoletina 10.27; c) acido sphaeralcico y d)
escopoletina detectados en el extracto de diclorometano-metanol de la linea de raiz pilosa SaTR N7.2 de S.
angustifolia.

43



1401
1402

1403
1404
1405
1406
1407
1408

1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422

Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

Tabla 6. Acumulacion de escopoletina y acido sphaeralcico en cultivos de raices pilosas de S.

angustifolia

Linea de Escopoletina (mg/g DW) Acido sphaeralcico (mg/g DW)

raiz 2 semanas 3 semanas 2 afnos 2 semanas 3 semanas 2 afios
SaTR N5.1 0.003+0.001 0.004+0.002  0.001 + 0.0003 0.64+0.3* 0.58+0.3 1.10 + 0.33**
SaTR N7.1 0.001+£0.001 0.001+0.001 0.011 + 0.002** 0.18+0.05 0.46+0.2 1.22 £ 0.17**
SaTR N7.2 0.151+0.02** 0.08+0.03**  0.007 = 0.002 17.6+£1.72**  8.3+2.11**  1.16 £ 0.08**
SaTR N12.2 ND ND ND ND ND ND
SaTR N12.4 ND ND ND 0.02£0.006  0.03+0.005  0.052 +£0.01
SaTR N15.1  0.003+0.004 0.004+0.002  0.003 + 0.0003 0.17+0.15 0.6+0.26 1.57 + 0.30**
SaTR H2.2 ND ND ND ND ND ND
Fona 0.002+0.02 0.04£0.001

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3).

De acuerdo con el ANOVA vy prueba de Tukey, las medias con * y ** fueron significativamente diferentes.
Escopoletina F = 224.2; p <0,01; Tukeyoos = 0.022 para 2 semanas; F = 16.9; p <0.01; Tukeyoos = 0.041 para 3
semanas; F = 12.8; p = 0,016; Tukeyoos = 0.007 para 2 afios Acido sphaerélcico F = 292.9; p <0,01; Tukeyoes = 2.11
para 2 semanas; F = 13.75; p <0,01; Tukey0 05 = 4.46 durante 3 semanas; F = 14.1; p = 0.0062; Tukeyo.0s = 0.86 por 2
afios. ND: No Detectado

La investigacion previa en cultivos de células en suspensidn de S. angustifolia informé un aumento
en la produccion de acido sphaeralcico y escopoletina al reducir la concentracion de nitratos totales
en el medio de cultivo MS. EI mayor rendimiento de &cido sphaeralcico (0.0672 mg/g PS) y
escopoletina (0.4 mg/g PS) se obtuvieron con reduccién de nitratos a 0.274 mM y 2.74 mM,
respectivamente (Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al. 2016). El rendimiento de
escopoletina obtenido en las células en suspension fue sélo 2.6 veces mayor que el detectado en la
linea de raices pilosas SaTR N7.2, y el rendimiento de acido sphaeralcico fue 260 veces superior
en la linea de raiz pilosa SaTR N7.2. En otro estudio, cultivos de células en suspension de S.
angustifolia cultivados en un biorreactor tipo tanque agitado con medio MS y restriccion de nitrato
(2.74 mM) produjeron principalmente acido sphaeralcico (Pérez et al., 2019a), cuyo rendimiento
(3.47 mg/g PS) fue cinco veces menor que el producido en la linea SaTR N7.2. La linea de raiz
pilosa SaTR N7.2 se identifico con el menor indice de crecimiento y la mayor productora de
escopoletina y acido sphaerélcico.
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

La cantidad de escopoletina y &cido sphaerélcico excretada fue similar para las lineas de raices
pilosas SaTR N7.1, SaTR N7.2 y SaTR N15. Los medios de cultivo de las lineas de raices pilosas
SaTR N5.1, SaTR N7.1, SaTR N7.2 y SaTR N15.1 contenian principalmente &cido sphaeralcico;
las lineas SaTR N7.2, SaTR N7.1y SaTR N15.1 presentaron el contenido mas alto a las 2 y/o 3
semanas de cultivo (Tabla 7). Estos rendimientos son superiores a los reportados en cultivos de
células en suspension (0.244 mg L) con restriccion de nitrato 0.274 mM (Nicasio-Torres et al.
2016). En cambio, en los cultivos de células en suspension de S. angustifolia, estimulada por la
interaccion de la reduccidn de nitratos totales a 2.74 mM y el aumento de cobre a 2 uM, la
produccion de escopoletina y tomentina analizados en mezcla (4.137 mg L™) fue superior a la
acumulada en la linea de raiz pilosa SaTR N7.2. Sin embargo, los niveles de cumarinas (4.008 mg
L™1) y &cido sphaeralcico (6.107 mg L) excretados al medio de cultivo fueron inferiores a los
excretados por la linea de raiz pilosa SaTR N7.2 (Pérez-Hernandez, et al. 2019b). La linea SaTR
N7.1 fue la que tuvo el mayor rendimiento de escopoletina a las 3 semanas de cultivo (0.73 £ 0.44
mg L-1), este contenido fue menor al reportado por Nicasio-Torres et al. (2016) en cultivos de

celulas en suspension de S. angustifolia.

Tabla 7. Excrecion de escopoletina y acido sphaeralcico al medio de cultivo de raices pilosas de
S. angustifolia

Linea de raiz Escopoletina (mg L ) Acido sphaerélcico (mg L)

transformada 2 semanas 3 semanas 2 semanas 3 semanas
SaTR N5.1 0.16 £ 0.08 0.04 +0.03 11.99+3 11.14+ 6.4
SaTR N7.1 0.27+0.1 0.73 £0.44 89+25 18.25+2.8
SaTR N7.2 0.43 +0.06 0.21 +0.03 155+2.2 1550+ 2.0
SaTR N15.1 0.35+0.1 0.06 + 0.04 9.06 +4.8 17.11+6.6

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3).
De acuerdo con el ANOVA escopoletina F = 1.71, p> 0.05 para 2 semanas y F = 2.1, p> 0,05 para 3 semanas; acido
sphaerélcico F = 0.88, p> 0.05 por 2 semanas y F = 0.40, p> 0.05 para 3 semanas

La correlacion entre el crecimiento y la produccidon de compuestos activos indico que la produccion

de escopoletina y acido sphaeréalcico es similar en las lineas de raices pilosas SaTR N5.1, SaTR
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

N7.1y SaTR N15.1 (Tabla 8). La linea de raiz pilosa SaTR N12.4 crece bien, solo produce acido
sphaeralcico y se acumula en la biomasa (Tabla 5). La linea de raiz pilosa SaTR N7.2 es la mayor
productora de escopoletina y acido sphaeralcico, no obstante, esta sobreproduccion afecta
negativamente su crecimiento posiblemente por un efecto toxico o alelopatico que ejercen los
compuestos fendlicos como inhibicion del alargamiento de la raiz de la planta y la division celular
que interfieren con el crecimiento y desarrollo normal de una planta (John y Sarada, 2012). Los
compuestos furanocumarina son conocidos por su fitotoxicidad y se encuentran principalmente en
especies de las familias Apiaceae y Rutaceae. En parte, las furanocumarinas se sintetizan en las
vias de fenilpropanoide y mevalonato mediante el acoplamiento de pirofosfato de dimetilaliloy 7-
hidroxicumarina. Por lo general, estos compuestos se vuelven téxicos cuando son activados por
radiacion (UV-A), provocando que algunas furanocumarinas se activen a un estado electrénico de
mayor energia; debido a esta activacion, las furanocumarinas entran en la doble hélice del ADN y
se unen a las pirimidinas, condicion que provoca la muerte celular debido al bloqueo de la
transcripcion y reparacion del DNA. Estos compuestos también poseen propiedades mutagénicas
y cancerigenas (Rice, 1987; Mazid y Mohammad, 2011).

Tabla 8. Produccion de escopoletina y acido sphaeralcico por biomasa total en cultivo de raices
pilosas de S. angustifolia

. . Escopoletina (mg/biomasa total) Acido sphaerélcico (mg/biomasa total)
Linea de raiz
2 semanas 3 semanas 2 semanas 3 semanas
SaTR N5.1 0.003 + 0.001 0.005 + 0.002 0.572+0.25 0.612 +0.33
SaTR N7.1 0.001 + 0.001 0.001 + 0.001 0.125 +0.03 0.416 £0.21
SaTR N7.2 0.052 £ 0.01** 0.033 £ 0.013** 6.140 + 1.352** 3.6 £1.63**
SaTR N15.1 0.002 = 0.002 0.004 + 0.002 0.125+0.1 0.645 + 0.43

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3).

De acuerdo con el ANOVA y prueba de Tukey, las medias con ** fueron significativamente diferentes.

Escopoletina F = 13.90; p <0,01; Tukeyoos = 0.0181 para 2 semanas; F = 92,83; p <0.01; Tukeyoos = 0.0119 para 3
semanas Acido sphaeralcico F = 52.81; p <0,01; Tukeyoos = 1.82 para 2 semanas; F = 9.26; p <0.01; Tukeyo.os = 2.27
para 3 semanas

El analisis quimico de escopoletina y acido sphaeralcico en los extractos de diclorometano: metanol
de las raices pilosas SaTR N5.1, SaTR N7.1, SaTR N7.2 y SaTR N15.1 después de 2 afios en
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

cultivo, mostré que las raices pilosas conservan la capacidad de producir ambos compuestos en
niveles similares; la produccion de escopoletina fue similar y el &cido sphaerélcico superior a los

presentados en cultivos de células en suspension de S. angustifolia sin estimulacion (Tabla 6).

La produccion exitosa de compuestos bioactivos mediante el cultivo de raices pilosas de S.
angustifolia se puede incrementar por medio de la aplicacion de los estimuladores bioticos
explorados en las células en suspension de S. angustifolia para la produccion de escopoletina y
acido sphaeralcico, ya sea por el efecto individual o sinérgico por la combinacién de la reduccién
de nitrato total y el aumento de sulfato de cobre en medio MS, asi como también utilizando acido
jasmoénico (AJ) o acido salicilico. El &cido jasmonico se ha utilizado como elicitor en varios
estudios y se ha descubierto que aumenta los contenidos de algunos metabolitos como los
glucosinolatos, las antocianinas y los acidos fendlicos (Smetanska et al., 2007). La elicitacion de
100 a 200 uM de &cido jasmonico durante 2 semanas de cultivo se determinaron como Optimos
para el rendimiento maximo de glucosinolatos en cultivos de raices pilosas de S. alba, y a 4 semanas
de cultivo con 50 a 100 uM AJ fue lo 6ptimo para B. rapa (Kastell et al., 2013).

La elicitacion por metil jasmonato (MeJ; 25, 50 y 100 uM) y sacarosa (15 y 30 g/L) incrementd la
produccién de una cumarina farmacéuticamente activa (umckalina) y fenoles (&cido galico,
vainilico y p-cumarico) en cultivos de raices pilosas de P. sidoides, rendimientos

considerablemente mas altos a los obtenidos en los cultivos de control (Yousefian et al., 2020).

El proceso biotecnoldgico optimizado en cultivos de raices pilosas de S. angustifolia se podria
escalar a biorreactores (tipo: fase liquida, fase gaseosa y mixtos, que es una combinacion de ambos)
ya explorados para el cultivo de raices pilosas de otras especies (Yancheva et al., 2019). Asmismo,
se ha demostrado que los sistemas de inmersion temporal son muy apropiados para el cultivo de
raices pilosas y la produccion de valiosos metabolitos secundarios derivados de plantas (Georgiev
etal., 2012; 2014).
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Objetivo 2: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

Perspectivas de Objetivo.

Las lineas 5.1 7.1, 7.2 y 15.1 presenta un indice de crecimiento bajo, producen escopoletina 'y &cido
sphaeralcico. En estas raices pilosas se pueden hacer estudios para incrementar la produccion de
escopoletina y acido sphaeralcico mediante la restriccion de nitratos y adicion de cobre al medio
de cultivo MS para elicitar las células y determinar si hay un aumento en la produccion de los

activos.

En la linea 7.1 se detectaron compuestos con espectros de absorcion similares al de acido
sphaerélcico y tiempos de retencion cercanos. Estos compuestos podrian ser isdmeros del &cido
sphaeralcico y poseer propiedades antiinflamatorias, por ello se propone aislar y caracterizar

quimica y biolégicamente estos compuestos.

La linea de raiz 5.1 es productora de escopoletina y acido sphaerélcico. Estas raices pilosas tienen
uno de los mejores indices de crecimiento y se pueden cultivar en un sistema de inmersién
temporal. En estos tipos de sistemas evidencias de ser una opcion para el escalamiento de cultivos

de raices transformadas.

La linea de raiz 7.2 presentd el menor indice de crecimiento y la que mayor acumulacién de acido
sphaeralcico presento. Esta linea de raices pilosas podria cultivarse en medio MS complementado
con la hormona ANA con concentraciones superiores a las utilizadas en el cultivo de células en
suspension transformadas, y evaluar el efecto de esta hormona sobre el crecimiento del cultivo y

produccion de &cido sphaerélcico.
Establecer un cultivo continuo en biorreactor con la linea de raices pilosas 7.2 caracterizada por

tener un crecimiento lento y excretar altas concentraciones de &cido sphaeralcico como sistema

produccion escalable de este compuesto.
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

7.4 Cultivo de células en suspension

El indice de crecimiento de los cultivos de células en suspension libre de hormonas y con la adicion
de ANA a diferentes concentraciones se evalué despues de 6 subcultivos (4 meses). En
comparacion con la linea de células en suspension no transformada, la linea de células
transformadas cultivada en medio MS complementado con ANA presentd el mayor indice de
crecimiento a las 2 y 3 semanas (Tabla 9). Estos resultados son similares a lo reportado en células
en suspension de S. angustifolia (7.91 = 0.65) cultivadas con restriccion de nitratos (2.74 mM) a
los 16 dias en cultivo, tiempo en donde alcanzo la méaxima produccién de biomasa (Nicasio-Torres
et al., 2016).

Tabla 9. indice de crecimiento de cultivos de células en suspension de Sphaeralcea angustifolia.

Tratamiento indice de crecimiento

Peso inicial (g PS) 2 semanas 3 semanas
SaH3.1 Sin Hormonas 0.1684+0.01 7.26+0.8 6.689+0.7
SaH3.1 Con Hormonas 0.1509+0.01 9.48+0.6** 8.103+0.9**
Suspensidn no transformada 0.1684+0.001 6.315+0.2 5.425+0.6

Los valores son la media + desviacion estandar (n=3).
De acuerdo con el ANOVA y prueba de Tukey, las medias con ** fueron significativamente diferentes
2 semanas; F=22.65; p < 0.001; Tukeyo.os= 1.48; 3 semanas; F=10.21; p < 0.01; Tukeyoos= 1.81.

La transformacién de la linea celular SaH3.1 se confirmé mediante PCR al amplificar una banda
de 490 pb de un fragmento del gen rolC (Figura 9). De acuerdo con reportes, la expresion del gen

rolC no muestran efecto negativo sobre el crecimiento de callos transformados (Shkryl et al. 2008).
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.
angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y acido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.
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Figura 9. Confirmacion de la insercion del gen rolC en el genoma de linea celular SaH3.1 de S. angustifolia.
A) amplificacién de fragmento de 490 pb. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb. Carril 2 control
positivo, carril 3: muestra de ADN de la linea SaH3.1. B) Ausencia de amplificacion de VirD2. Carril 1:
marcador de peso molecular 1KB. Carril 2: control positivo. Carril 3 muestra de ADN de la linea H3.1.

7.4.1 Produccion de acido sphaeralcico en cultivo de células en suspension

El anlisis por HPLC de los extractos CH2Cl2:CH3OH (9:1) de biomasa seca de células en
suspension a las 2 y 3 semanas de cultivo, mostro la produccion de acido sphaeralcico mediante la
comparacion del tiempo de retencion y espectro de absorcion con el del estandar de acido
sphaerélcico (Figura 10). La produccion de &cido sphaeralcico en las suspensiones celulares de la
linea SaH3.1 transformada cultivadas con la adicion de hormas fue el doble al obtenido en la
suspension cultivada sin hormonas (Tabla 10). Este rendimiento fue 26 veces superior al obtenido
en la suspension celular cultivada en medio MS (0.0144 mg/g) y 10.5 veces superior a lo reportado
en cultivos de células en suspension con restriccion de nitratos a 0.274 mM (Nicasio-Torres et al.
2016). No obstante, la produccion de &cido sphaerélcico es inferior a lo reportado (3.47 mg/g PS)
en cultivos de células en suspension de S. angustifolia cultivada en un biorreactor de agitacion

mecanica (Pérez-Hernandez et al. 2019a).

Existen reportes del uso de sulfato de cobre como elicitor en cultivos de células en suspension de
Tilia americana var. mexicana (Cisneros- Torres et al., 2019), Sphaeralcea angustifolia (Pérez-
Hernandez et al., 2019b), Angelica archangelica (Siatka et al., 2017) para incrementar la

produccién de escopoletina, estrategia que puede ser aplicada al cultivo de células en suspension
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

1565 de la linea SaH3.1 transformada de S. angustifolia; ademas de la restriccion de nitratos totales

1566  ((Nicasio-Torres et al. 2016; Pérez-Hernandez et al., 2019b).
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1569  Figura 10. Cromatogramas y espectros de absorcion del extracto CH,CI2:CH3;OH de cultivos en suspension
1570  de células transformadas de S. angustifolia. a) Estdndar de &cido sphaerélcico, b) Cultivo celular sin
1571 hormonas 2 semanas, c¢) Cultivo celular con hormonas 2 semanas, d) Cultivo celular sin hormonas 3
1572 semanas, e) Cultivo celular con hormonas 3 semanas.
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

Los compuestos escopoletina y acido sphaeralcico no se detectaron en el cultivo de células en
suspension no transformadas posiblemente por variacion somoclonal causada por el cultivo
continuo en medio MS con la adicion de reguladores de crecimiento vegetal ANA (1 mg/L). Los
eventos primarios controlados por reguladores del crecimiento vegetal aplicados exdgenamente
desencadenan la morfogénesis a través de la alteracion del ciclo celular que podria inducir
variabilidad en el cultivo celular (Peschke y Phillips 1992). Se ha demostrado que las auxinas
utilizadas en cultivos de callos o células en suspension incrementan la variacion genética al
aumentar la tasa de metilacion del ADN (Loschiavo et al. 1989). El uso de ANA (1.0 — 5.0 mg/L)
en la regeneracion de Sinningia speciosa a partir de explantes de hojas, mostraron variacion
fenotipica entre el tipo silvestre que muestra una filotaxis opuesta y las plantas regeneradas que
muestran filotaxis verticilada tricusado (Xu et al., 2009). Las variantes del color de las hojas
observadas en los somaclones de Caladium variaron méas con el tipo de auxina que con la
concentracion de auxinas especificas. Usando la misma concentracién molar de diferentes auxinas,
el ndmero de variantes fue mayor en medios que contenian 2,4,5-T (acido 2, 4, 5-
triclorofenoxiacético) o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) que con acido indol butirico (AIB)
0 ANA (Ahmed et al. 2004). Aunque se ha estudiado ampliamente, las causas de variacion

somaclonal siguen siendo en gran parte tedricas o desconocidas (Skirvin et al. 1993; 1994).

Tabla 10. Produccion de escopoletina y &cido sphaeralcico en cultivos de suspensiones celulares
de S. angustifolia

Rendimiento mg/g PS

Tratamiento Escopoletina Acido sphaeralcico
Semana 2 Semana 3 Semana 2 Semana 3
Sa H3.1 sin hormonas ND ND 0.19+0.01 0.16+0.05
Sa H3.1 con hormonas ND ND 0.39+0.11 0.38+0.04*
Suspensidn no transformada ND ND ND ND

Los valores son la media + desviacion estandar (n=3). De acuerdo con el ANOVA y prueba de Tukey, las medias
con ** fueron significativamente diferentes: Acido sphaerélcico Semana 3 F=9.96; *p < 0.03; Tukeyoos= 0.18
ND: No Detectado
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

7.4.2 Efecto de la concentracion de ANA sobre la produccion de escopoletina y &cido
sphaerélcico en cultivos de células en suspensién transformadas de S. angustifolia

El mayor indice de crecimiento de las de células cultivadas con diferentes concentraciones de ANA
(1,2 y 4 mg/L) se determind a las 2 semanas de cultivo (Tabla 11), no se determinaron diferencias

significativas en el crecimiento de los cultivos de células en suspension.

La produccion de escopoletina fue similar en las tres concentraciones de ANA utilizadas;
contenidos que disminuyeron con el tiempo de cultivo. Estos rendimientos son inferiores a lo
reportado (0.4 mg/g PS) en cultivos con restriccion de nitratos (2.74 mM) por Nicasio-Torres et al.
(2016).

Tabla 11. indice de crecimiento de células en suspension transformadas de Sphaeralcea
angustifolia cultivadas con diferentes concentraciones de ANA.

Tratamiento Indice de crecimiento

ANAeng/L  pegoinicial (g)  1semana 2 semanas 3 semanas
1 0.1509+0.01 4.7+0.41 7.8£0.7 6.4+0.04
2 0.1509+0.01 4.8+0.76 7.4£0.05 6.7£0.2
4 0.1509+0.01 4.6x0.07 7.5£0.08 6.4+0.3

Los valores son la media £ desviacion estandar (n=3).

Las células en suspension cultivadas en medio MS con la adicién de ANA produjeron escopoletina
y acido sphaerdlcico (Tabla 12). Los rendimientos mas altos de escopoletina y de &cido
sphaeralcico se obtuvieron en la primera semana de cultivo en las 3 concentraciones de ANA
empleadas, y disminuyeron con el tiempo de cultivo. A las 2 y 3 semanas en cultivo, los contenidos
mayores de escopoletina se obtuvieron con 2 y 4 mg/L, respectivamente; en tanto que los mayores
contenidos de &cido sphaeralcico se obtuvieron con la adicion de 4 mg/L de ANA al medio de

cultivo de la suspension celular.
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.
angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y acido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

Tabla 12. Produccion de escopoletina y &cido sphaeralcico en cultivos de células en suspension
transformadas por A. rhizogenes cultivadas con diferentes concentraciones de ANA.

] Escopoletina (mg/g PS) Acido sphaerélcico (mg/g PS)
Tratamiento
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 1 Semana 2 Semana 3
SaH3.1sin ND ND 0.19+0.01 0.1620.05
Hormonas

1 mg/L ANA 0.016+0.001  0.008+0.0005 0.007+0.001 0.34+0.007 0.12+0.01 0.1+0.01
2 mg/L ANA 0.017+0.001  0.01+0.0002* 0.008+0.0001 0.36+0.04 0.15+0.02 0.15+0.02

4 mg/L ANA 0.015+0.001  0.007+0.0004  0.01+0.0003* 0.4+0.03 0.2+0.003*  0.21+0.003*

Los valores son las medias + desviacion estdndar (n=3). De acuerdo con el ANOVA vy prueba de Tukey, las medias
con ** fueron significativamente diferentes: Escopoletina Semana 2 F=11.43; *p < 0.009; Tukeyo0s= 0.002; Semana
3 F =7.25; *p < 0.02; Tukeyoos 0.002; Acido sphaerélcico Semana 2 F=7.67; *p < 0.02; Tukeyos= 0.05; Semana 3 F
=22.59; *p < 0.001; Tukeyoos 0.05. ND: No Detectado

Los contenidos de escopoletina y acido sphaeralcico en el medio de cultivo se detectaron también
en mayor concentracion en la primera semana de cultivo, contenido que se incremento al acrecentar
la concentracion de ANA (Tabla 13). El rendimiento de escopoletina es similar (0.99 mg/L de
medio de cultivo) al reportado por Nicasio-Torres et al. (2016) al dia 2 de cultivo, el cual fue
disminuyendo en los dias subsecuentes. Para el acido sphaerélcico el mayor contenido también fue
determinado a la semana 1 de cultivo (1.7 mg/L de medio de cultivo) en el tratamiento de 4 mg/L

de ANA, 7 veces superior a lo reportado por Nicasio-Torres et al. (2016).

Tabla 13. Rendimiento de la excrecidn de acido sphaeralcico y escopoletina al medio de cultivo
de células en suspension de S. angustifolia.

Tratamiento Escopoletina (mg/L MS) Acido sphaeralcico (mg/L MS)
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 1 Semana 2 Semana 3

1 mg/L ANA 0.1+0.02 0.02+0.005 ND 0.24+0.1 0.15+0.08 ND

2 mg/L ANA 0.54+0.4 0.13+0.1 ND 0.63£0.5 0.11+0.06 ND

4 mg/L ANA 1.1+0.15 0.001+0.007 ND 1.7+0.22* 0.07+0.01 ND

Los valores son las medias + desviacion estandar (n=3)
De acuerdo con el ANOVA y prueba de Tukey las medias con ** fueron significativamente diferentes
Acido sphaeralcico Semana 1 F=5.93; p < 0.03; Tukeyos= 1.37.
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

Diversos factores fisicos y quimicos influyen en el crecimiento celular y la biosintesis de
metabolitos secundarios en cultivos de tejidos vegetales cuyo mecanismo de su accion no esta
completamente esclarecido. Se ha reportado que los reguladores del crecimiento de las plantas y
las condiciones de luz juegan un papel importante. Por ejemplo, el uso de auxinas como acido 2,4-
D, ANA, AIB y é&cido indolacético (AIA) incrementaron la acumulacion de escopoletina en el
cultivo en suspension de Angelica archangelica L. cultivada en oscuridad y bajo iluminacion
permanente (3500 lux), el mayor contenido de escopoletina se obtuvo con el uso de ANA en una

concentracion de 20 mg/L en cultivo con luz (Siatka y Kasparové, 2008).

El &cido sphaeralcico es un derivado del &cido naftoico procedente de las rutas biosintéticas del
acido shikimico y &cido mevaldnico. A partir de la via del cido shikimico se obtiene el acido p-
hidroxibenzoico; posteriormente, cadenas de unidades de isopreno obtenidas de la via del acido
mevalonico se unen al acido p-hidroxibenzoico para producir una variedad de derivados del acido
naftoico (Pérez-Hernandez, 2014) como el acido 1,4-dihidroxinaftoico. Se ha reportado que el
acido 1,4-dihidroxinaftoico es un precursor en la ruta metabdlica de sintesis de la vitamina K1,
ademas el acido 1,4-dihidroxinaftoico induce apoptosis en queratinocitos de humanos, teniendo
una aplicacion potencial para el tratamiento de la psoriasis (Mok et al., 2013). Con base a la
similitud estructural de ANA y el &cido 1,4-dihidroxinaftoico, se postula que ANA podria actuar
como precursor en la biosintesis del acido sphaerélcico debido a la similitud en su estructura
quimica (Figura 11).
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las

raices transformadas.
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Figura 11. Biosintesis del acido 1,4 dihidroxy-2 naftoico y estructuras quimicas del acido sphaeréalcico y

acido naftalenacético.
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Objetivo 3: Seleccionar y establecer cultivos de lineas de raices transformadas de S.

angustifolia productoras de los compuestos antiinflamatorios escopoletina, tomentina y &cido
sphaeralcico mediante el analisis por HPLC de los extractos diclorometano: metanol (9:1) de las
raices transformadas.

Perspectiva de objetivo.

Continuando con el estudio del efecto de ANA sobre la produccion de &cido sphaerélcico en el
cultivo de ceélulas en suspension transformadas, sera necesario explorar la adicion de
concentraciones mas altas (10, 15 y 20 mg/L) de esta hormona vegetal para determinar si hay un

incremento significativo en la acumulacién y/o excrecion de acido sphaeraélcico.

Con el proposito de incrementar los rendimientos en la produccién de los compuestos activos
(escopoletina y acido sphaeralcico) se propone evaluar la adicion de cobre al medio de cultivo y/o
restriccion de nitratos totales reportados como 6ptimo en las células en suspensién no

transformadas.

Para optimizar el crecimiento del cultivo de células transformadas en suspension, aumentando la
produccion de biomasa y mejorar los rendimientos de escopoletina y acido sphaeralcico, se propone
realizar un disefio experimental modificando las concentraciones de sacarosa y la agitacion (rpm)

en el cultivo.

Realizar cinéticas de crecimiento en lote del cultivo de células en suspension para identificar la
fase de crecimiento exponencial y evaluar el efecto de metil jasmonato para estimular la produccion

de la fitoalexina escopoletina.
Realizar un disefio experimental para determinar la concentracién y tiempo de exposicion 6ptimos

del extracto para incrementar la produccion de escopoletina en el cultivo de células en suspension

transformadas.
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ObjetiVO 4 Aislar e identificar los compuestos producidos en el cultivo de células en
suspension transformadas de Sphaeralcea angustifolia.

7.5 ldentificacion de compuestos por HPLC en el extracto CH2Cl2:CH3OH del cultivo de
células en suspension transformadas de S. angustifolia

Por medio del andlisis por HPLC del extracto CH2Cl:CH3OH de células en suspension
transformadas se identifico la presencia de esculina con un tiempo de retencion 7.74 min y longitud
de onda de absorcion maxima de A=335 nm similares al del estandar de esculina (Figura 10).
Ademas, se observo la presencia de otros 2 compuestos mayoritarios durante un barrido de luz
UV/Vis, un compuesto (1) tiempo de retencion de 7.84 min y absorcion maxima de A=341 nm y el
segundo compuesto (2) con tiempo de retencion de 10.39 min y méxima absorcion a A=377.8 nm
(Figura 12).
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Figura 12. Cromatogramas y espectros de absorcion de esculina y de compuestos mayoritarios detectados
en el extracto CH,CI:CH3OH obtenido de las células en suspensidon transformadas de S. angustifolia.

Del fraccionamiento en cromatografia en columna abierta del extracto CH2Cl2:CH3OH de las
células en suspension transformadas, con base al perfil por cromatografia en capa fina (CCF) y de
HPLC, los compuestos 1y 2 se aislaron de las reuniones 3y 9, respectivamente (Figura 13).
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ObjetiVO 4 Aislar e identificar los compuestos producidos en el cultivo de células en
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Figura 13. Cromatogramas de HPLC y CCF de los compuestos 1y 2. a) 1 reunidn 3 (alicuotas 5 - 9) y b)
2 reunion 9 (alicuotas 50 - 56) aislados del extracto CH,Cl,:CH3;OH de células transformadas en suspension
de S. angustifolia.

7.5.1 Identificacion quimica de los compuestos 1y 2 presentes en el extrado CH2Cl2:CH3OH
El compuesto 1, se obtuvo como un precipitado de coloracion amarilla. EI analisis del espectro de
Resonancia Magnética Nuclear de 'H (Figura 14) se observan dos sefiales dobletes asignadas a
dobles enlaces en 6 6.23 y 7.84 con constante de acoplamiento de 9.4 Hz (Tabla 14), lo que indica
gue se encuentran en posicion de tipo cis y son asignados a H-3 y H-4 de un ciclohexeno a, -
insaturado por el acoplamiento observado a dos y tres ligaduras (HMBC) con el carbonilo en &
163.2 (C-2). Adicionalmente, en & 7.0 hay otra sefial singulete que corresponde a un hidrogeno de
un anillo aromético y que denota que se encuentra penta sustituido, con grupos que contienen bases
de oxigeno por sus desplazamientos quimicos en 6 147.8, 148.8 y 137.2, que son asignados a C-6,
C-7 y C-8, respectivamente (Tabla 14). De acuerdo con el analisis de RMN de H y 3C se
determina que el esqueleto de este compuesto corresponde a 6,7,8-trihidroxicumarina (Figura 15).
En RMN de proton se observan sefiales caracteristicas de carbonos unidos a oxigenos; una sefial
singulete en & 3.89 que integra para tres protones, que corresponderia a un metoxilo y que esta

sefal (63.89) esta correlacionando (HMBC) con la sefial de carbono en & 147.8, por lo que indico
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1725  que este grupo se encuentra unido en posicion C-6 del anillo aromatico; también una sefial doblete

1726  caracteristica de proton anomérico en & 4.64 con una constante de acoplamiento de 7.7 Hz.
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1729 Figura 14. Espectro de RMN de *H (CDsOD, 600 MHz) de 8-O-ramnésido de Fraxetina (compuesto 1).
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1731
1732 Figura 15. Espectro de RMN de $3C (CDs;OD, 150 MHz) de 8-O-ramnésido de fraxetina (compuesto 1).
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El andlisis de RMN de los experimentos COSY y HSQC permitiéd determinar que el azlcar
corresponde a una hexosa conocida como ramnosa, esto se logro establecer por la presencia de una
sefial observada a campo bajo de 6 1.26 que integra para 3 protones correspondiente a un grupo
metilo y que es acoplado con H-5 (& 3.8) del azucar, por lo que este monosacérido corresponde a
la ramnopiranosa. La sefial de H-1 (6 4.64, d, 7.7Hz), correlaciona en HMBC con la sefial de
carbono en & 137.2 por lo que se determina que el azucar se encuentra unido en C-8 del anillo
aromatico. El andlisis de los experimentos de una y dos dimensiones de RMN y la comparacion
con los datos descritos en la literatura (Owczarek et al., 2019), permitié determinar que es un

derivado de fraxetina (Figura 16), conocido como 8-O-ramnosido de fraxetina (1).

Tabla 14. Datos de RMN de *H y 3C de 8-O-ramn6sido de fraxetina (compuesto 1, 600 y 150
MHz, CDsOD) y comparacion con la literatura.

Posicion OH dc Owczarek et al., 2019
FRAXINA oH

2 163.2
3 6.23 (1H,d,J=9.4) 113.4 6.28 (1H,d,J=9.4)
4 7.84(1H, d, J = 9.4) 146.0 7.90 (1H, d,J = 9.4)
5 7.0 (1H, ) 107.2 7.01 (1H, s)
6 147.8 3.93 (3H, s) - CH3
7 148.8
8 137.2
9 144.8
10 112.4

6 -OCHj3 3.89(3H, s) 56.8

Ramnésido
1 464 (1H,d,J=7.7) 102.2 5.00 (1H, d,J=7.9)
2 4.36 (1H, m) 72.1 3.60 (1H, d, J=7.9,9.4)
3 4.19 (1H, m) 72.3 3.51— 3,47 (2H, m)
4 3.90 (1H, m) 74.0 ~3.26 — obscured by
residual methanol signal
5 3.68 (1H, m) 69.7 3.51-3.4 (2H, m)
6 1.26,d (6.2) 18.0 3.82 (1H, dd,J=2.3,12.1)
3.73(1H,dd,J=4.9,12.1)
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H5CO

HOHO

Figura 16. Estructura quimica de 8-O-ramndsido de fraxetina (1)

El compuesto 2 se obtuvo de la reunion 9, precipitdé con metanol (MeOH) y mostro una coloracién
amarilla. El espectro de RMN de *H mostro dos sefiales singuletes caracteristico de un anillo
aromatico en 6 7.0 y un doble enlace en & 7.33 e integran para un solo proton, definiéndose que el
del anillo aromatico esta penta sustituido (Figura 17). Los datos espectroscopicos fueron similar
al compuesto 1, por lo que nos indico la presencia de una cumarina de tipo fraxetina, que se
encuentra trimetoxilada por la presencia de tres sefiales singuletes observadas en 6 4.07, 4.0y 3.93
(Tabla 15) que integra para tres protones y en el carbono mostraron desplazamientos en & 57.2,
57.0 y 61.7 que son asignados a C-3 (OCHzs), C-6 (OCHz3) y 7 (OCHa) respectivamente (Figura
18). Se observa en proton una sefial doblete caracteristica de protén anomérico en & 5.23 con una
constante de acoplamiento de 7.6 Hz. El analisis de RMN de los experimentos COSY y HSQC
permitid determinar que el azicar corresponde a una hexosa conocida como glucopiranosa. La
sefial de H-1 (8 5.23, d, 7.6Hz), correlaciona en HMBC con la sefial de carbono en 6 136.5 por lo
que se determina que el azucar se encuentra unido en C-8 del anillo aromatico. El analisis de los
experimentos de una y dos dimensiones de RMN y la comparacién con los datos descritos en la
literatura (Owczarek et al., 2019), se propone que este compuesto es un derivado de fraxetina

(Figura 19), conocido como 8-O-glucopiranosido de 3,6,7-trimetoxicumarina (2).
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H (CD;OD, 600 MHz) 8-O-glucopiranésido de 3,6,7-

trimetoxicumarina (2).
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Figura 18. Espectro de (CDsOD, 150 MHz) de 8-O-glucopiranésido de 3,6,7-

trimetoxicumarina (2).
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Tabla 15. Datos de RMN de H y 3C de 8-O-glucopiranésido de 3,6,7-trimetoxicumarina
correspondiente al compuesto 2 (600 y 150 MHz, CD30D).

, OH dc
Ndmero @) @)
2 161.4
3 144.5
4 7.33(1H, s) 129.3
5 7.0 (1H, s) 105.5
6 151.6
7 146.3
8 136.0
9 145.8
10 106.4
3 -OCH3 3.93 (3H,s) 57.2
6 -OCH3 3.93(3H, s) 57.0
7 -OCHs 4.07 (3H.s) 61.7
Glucésido
1 5.23(1H,d,J=17.6) 104.3
2 3.52 (1H, dd, 7.4, 8.0 Hz) 75.7
3 3.46 (1H, dd, 8.8, 9.0 Hz) 77.9
4 3.41 (1H, dd, 8.8, 9.0 Hz) 714
5 3.27 (1H, m) 78.5
6'a 3.80 (1H, d (ancho,12 Hz) 615
b 3.66 (1H, d (ancho,12.4 Hz) '

Figura 19. Estructura quimica de 8-O-glucopirandsido de 3,6,7-trimetoxicumarina (2)
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Perspectivas de Objetivo.

Optimizar el método de extraccion y purificacion de los compuestos identificados en el extracto

CH.CI2:CH30H que permitan su cuantificacion y evaluacién biolégica.
Evaluar los compuestos aislados del extracto de células en suspension transformadas en el modelo

de ulceras inducidas con etanol absoluto en raton y determinar si los compuestos son los

responsables de la actividad gastroprotectora.
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ObjetiVO 5 Evaluar el efecto antiulcerogénico del extracto diclorometano: metanol (9:1) de
células en suspension transformadas de S. angustifolia, en un modelo de Ulceras gastricas inducidas
por etanol absoluto en raton.

7.6 Efecto del extracto CH2Cl2:CH3OH de células en suspension transformadas de S.
angustifolia en un modelo de Ulcera géstrica inducida por etanol absoluto en ratén

Las ulceras pépticas se caracterizan por erosiones en la mucosa del tracto gastrointestinal que
pueden llegar a la capa muscular, este dafio fue mas evidente en los ratones a los que se administro
el vehiculo (Agua destilada; Figura 20), los estdmagos de los ratones de este grupo presentaron un
promedio de indice de ulceracion de 0.6. Los ratones tratados con omeprazol (25 mg/kg) y extracto
CH2CI2:CH3OH (100 mg/kg) de células en suspension transformadas presentaron areas del
estomago menos dafiadas y los indices de ulceras fueron significativamente diferentes de acuerdo
con el ANOVA vy prueba de Dunnett con respecto al control (Tabla 16); sin embargo, no hubo
diferencia significativa en el efecto gastroprotector entre el omeprazol y el extracto.

Figura 20. Fotografias de estdmago de raton después de inducir las ulceras con etanol. a) Vehiculo (agua
destilada), b) Omeprazol, c) extracto CH.Cl,:CHsOH de células en suspension transformadas de S.
angustifolia.

Tabla 16. Efecto del extracto de células en suspensién transformadas en un modelo de Glcera
gastrica inducida por etanol absoluto en raton.

_ _ Area lesionada indice de Gastroproteccion
Tratamiento Dosis
mm? ulceracion (%)
Vehiculo 0.012 mL/g 176.11 + 49 0.6 £0.0763
Omeprazol 20 mg/kg 18.38 £ 16 0.08 £ 0.06*** 86.66 + 12.36
Extracto
100 mg/kg 32365 0.11 £ 0.028*** 82.01 + 3.42

CH2CL2:CHsOH SaH3.1

Los valores son las medias + desviacién estandar. (n=4). De acuerdo con anélisis t student, las medias con ***
fueron significativamente diferentes. indice de ulceracion p < 0.05.
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ObjetiVO 5 Evaluar el efecto antiulcerogénico del extracto diclorometano: metanol (9:1) de
células en suspension transformadas de S. angustifolia, en un modelo de Ulceras gastricas inducidas
por etanol absoluto en raton.

Omeprazol fue el primer inhibidor de la bomba de protones H*/K*-ATPasa en las células parietales
de la mucosa gastrica utilizado clinicamente para reducir la secrecién de &cido en el estomago y
Ileva en uso mas de 25 afios (Olbe et al., 2003; Strand y Peura, 2017). El omeprazol generalmente
se administra bajo un recubrimiento entérico que permite su liberacion en el estomago; tiene efecto

citoprotector que puede reforzar y proteger la mucosa gastrica (Lopes-de-Campos et al., 2021).

En estudios previos con plantas productoras de escopoletina se ha reportado que la escopoletina
inhibe la formacidn de Ulceras en un 82.25% y en un 81.42% en modelos de Ulceras inducido por
etanol y serotonina, respectivamente. La escopoletina elimina radicales libres de oxigeno,
compuestos peroxinitritos y controla los niveles de serotonina; ademas, se especula que la
escopoletina puede reducir la secrecion de acido gastrico a través de la supresion de la bomba de
protones (Mahattanadul et al., 2011).

Por otra parte, escopoletina y otras cumarinas son reconocidas como inhibidores enziméticos de
las enzimas lipoxigenasa (leucotrienos) y la ciclooxigenasa (prostaglandinas) mediadoras en la
generacion de sustancias que promueven la inflamacion. Asimismo, inhiben la generacién de
aniones superoxido dependientes de neutrdfilos (Fylaktakidou et al., 2004). Aunado a esto, el
efecto antiinflamatorio e inmunomodulador de citocinas pro y antiinflamatorias del &acido
sphaeralcico pueden ser los compuestos responsables del efecto gastroprotector demostrado en el
extracto CH2Cl.:CH30H entre otros.
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ObjetiVO 5 Evaluar el efecto antiulcerogénico del extracto diclorometano: metanol (9:1) de
células en suspension transformadas de S. angustifolia, en un modelo de Ulceras gastricas inducidas
por etanol absoluto en raton.

Perspectivas de Objetivo.
Evaluar el efecto antiinflamatorio de los compuestos aislados del extracto CH2>Cl>:CH3OH en un
modelo de edema auricular en raton inducido por TPA

Evaluar el efecto antiinflamatorio e inmunomodulador de los compuestos aislados del extracto de

células en suspension en un modelo de artritis inducido por caolin/A-carragenina.
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8. Conclusion General

Con el proceso de transformacion establecido a través de la infeccion de nodos y hojas de S.
angustifolia con A. rizhogenes ATCC 15834/pTDT, fue posible establecer siete lineas de raices
transformadas (SaTR N5.1, SaTR N7.1, SaTR N7.2, SaTR N12.2, SaTR N12.4, SaTR N15.1y
SaTR H2.2) de S. angustifolia. Cuatro de estas lineas son productoras de escopoletina y acido
sphaeralcico, ambos compuestos son acumulados y excretados al medio de cultivo.

La linea SaTR N5.1 tuvo el mejor crecimiento, lo que permitira evaluar diferentes estrategias para
incrementar la produccidn de escopoletina y/o acido sphaeralcico.

La linea SaTR N7.2 fue altamente productora de acido sphaeralcico y escopoletina condicion que
afectd negativamente su crecimiento. Esta linea segrega &cido sphaeralcico al medio de cultivo,
condicion que puede facilitar su purificacion e implementar un sistema de produccion continua de
este compuesto en biorreactor.

Las lineas SaTR N12.2 y SaTR N12.4 son productoras de otros metabolitos secundarios aun no
identificados en las suspensiones celulares ni en las plantas silvestres de S. angustifolia. Sera
importante dar continuidad al estudio quimico-bioldgico de estos compuestos.

El cultivo de células en suspension establecido a partir del callo generado en un explante de hoja
infectado por A. rhizogenes, mantuvo un crecimiento continuo en medio libre de reguladores de
crecimiento vegetal y tiene la capacidad de acumular acido sphaerélcico. En este cultivo seria
posible investigar la biosintesis del acido sphaeralcico mediante andlisis metabolémicos y
secuenciacion de ARN (RNAseq).

La adicion de ANA al medio de cultivo de células transformadas en suspension, cuya estructura
quimica es similar al del &cido sphaerélcico, incrementd la produccion de &cido sphaeralcico y
escopoletina, asimismo favoreci6 la excrecién de los compuestos al medio de cultivo. De esta
manera, se propone adicionar ANA a concentraciones mas altas de las utilizadas, para corroborar
si hay una correlacion con el incremento de la produccion de acido sphaeralcico.

Se demostré un efecto gastroprotector del extracto CH.Cl:CHsOH del cultivo de células
transformadas en suspension en el modelo de ulcera inducida por etanol absoluto en raton. Seria
conveniente profundizar los estudios farmacologicos sobre esta actividad en el extracto. Ademas,
sera importante corroborar si los compuestos derivados de fraxetina 1 y 2 aislados del extracto
CH2CI2:CH3OH del cultivo de células transformadas en suspension, tienen un efecto

gastroprotector en el modelo de Glceras inducidas con etanol absoluto en raton.
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Abstract

Sphaeralcea angustifolia (Cav) G. Don is used in traditional Mexican medicine to treat inflammations and gastric disease. Its
anti-inflammatory and immunomodulatory activities in mice and rats acute and chronic models have been attributed mainly to
scopoletin. Scopoletin reduced joint inflammation, the number of new vessels, production of endogenous angiogenic inducers.
and reversed the histopathological alterations in rat adjuvant-induced arthritis. Tomentin and sphaeralcic acid from S. angustifolia
cells in suspension proved anti-inflammatory and immunomodulatory activities in mice kaolin/A-carrageenan-induced arthritis.
Transformed roots of §. angustifolia have been proposed as active compounds producers. A high transformation frequency medi-
ated by Agrobacterium rhizogenes ATCC15834/pTDT was obtained from nodal segments (59.5 + 10.5%, 145 hairy root lines)
and leaves (40.0£25, 52 hairy root lines) of 2-month-old plantlets. Among seven lines selected according to their phenotypic
characteristics and growth index, the SaTR N7.2 line presented the highest sphaeralcic acid production (17.6+ 1.72 mg/g DW):
this production was 440-fold superior to that reported in §. angustifolia wild plants, and in comparison to cells in suspension
of S. angustifolia in MS medium with nitrate restriction this was 263-fold higher when cultured in flasks and 5-fold higher in a
stirred-tank type bioreactor. The SaTR N7.2, SaTR N5.1, SaTR N7.1, and SaTR N15.1 lines excreted sphaeralcic acid into the
culture medium at similar levels. Genetic transformation of hairy roots was confirmed by amplifying a 490 bp fragment of the
rolC gene. After 2 years in culture, 5. angustifolia hairy roots are producers of scopoletin and sphaeralcic acid and they can be
stressed by nitrate reduction and/or copper increased to stimulate scopoletin and sphaeralcic acid production.

Key message
Hairy roots lines of Sphaeralcea angustifolia producers of scopoletin and sphaeralcic acid anti-inflammatory compounds
were established by first time through plant transformation mediated by Agrobacterium rhizogenes ATCC15834/pTDT.

Keywords Agrobacterium rhizogenes - Malvaceae - Scopoletin - Tomentin - Sphaeralcic acid
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La Universidad Auténoma de Zacatecas “Francisco Garcia Salinas”
y la Asociacion Mexicana de Investigacion en Productos Naturales, A.C.

Otorgan la presente

I I Y

Rogelio Reyes Pérez*, José de Jests Arellano Garcia, Maribel Lucila Herrera

A:

Ruiz, Irene Perea Arango, Maria del Pilar Nicacio Torres.

Por su valiosa participacion en la PRESENTACION DE CARTEL en la
16® Reunidn Internacional de Investigacion en Productos Naturales
Zacatecas 2021 | Dra. Ma. Yolanda Rios Gomez
con el TRABAJO LIBRE: QB109 | Quimica y biotecnologia (QB).

“Produccion de compuestos antiinflamatorios en cultivos de raices transformadas de

Sphaeralcea angustifolia”

que se llevo a cabo mediante la modalidad en linea (aula virtual)
el dia 19 al 21 de mayo de 2021.

Zacatecas, Zac., a 19 de junio de 2021

Dra. en C. Maria Luisa del Carmen
81 Garduiio Ramirez

et A Presidenta del Comité Organizador Local
¥ Presidenta de la AMIPRONAT, A.C. ¢

» Universidad Autonoma de Zacatecas 16°RIIPN 2021 Zacatecas

“Francisco Garcia Salinas”

REGISTRO INSTITUCIONAL bt

LIBRO:
HOJA: 17

FOLIO: 4165 &
FECHA: 19/06/2021
VALOR CURRICULAR

ad

COMVENIO: D-526-H166-130 0868-4165
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El documento ha sido revisado y retine los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
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Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Torre de Laboratorios (CelB), 3
Tel. (777) 329 7057, ceib@uasm.mx, den@uaem.mx - hitos/www.uaem.mx/ceib/ EM

Una universidad de excelencia RECTORIA

2017-2023

89



2221

UNIVERSIDAD ALITOMNOMA DEL
EsTano DE MonreLDS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JOSE DE JESUS ARELLANO GARCIA | Fecha:2022-06-15 19:34:40 | Firmante
feiBdalaX8A1YO/yE 5w Tyh TO4 T TATUMIZFASB I TDb+ B TPM30BwW2 He QW+ SVH+N2UKVAS0ieOh | YywC GNcQ 1ddTHBZZzB2 QDQ0zP UBSynB 3hwxQih YZL+101eZfenMLIEFT

PGwh/SxbFry 10uVY 3lAqBbB4B024FjomC DK SpeEUZ QyXDIK DAY uC3hUuBzL z3ufxhhJDrZ EgtvdOnrukwg P +aToky2FugR22BEJ4 MY bid Ch5GRFdDSogkk :aOgkvksminyePj0
c2WhsnGzetdeKwuvch Dy LoPanBeZ/SiTpyhWIK SzFWIGFigS Ty W oCijK 21 04yo GUMA A==
Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o

escaneando el codigo @R ingresando la siguiente clave:

3ZaTWhbvAs
[
hitps:/fefirma.uasm. rnx.'nnRepud ioi3phVeuapESOTAZPKAUUSEE4 25 w0 0af
RECTORIA
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APROBADO

ATENTAMENTE

DRA. MARIA DEL PILAR NICASIO TORRES

Una universidad de excelencia

UA
EM

91



2225
2226

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrdnica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico
MARIA DEL PILAR NICASIO TORRES | Fecha:2022-06-23 14:17:13 | Firmante
TulM1EsMLC x+udNh2XrZfknMHoMX dB X4 cowF JEy G5 z3EZ Der3+vef Cx X MNjHDalu QK Ek lulyPnzZ + JNSPWGY PRyDIXomte Y NTxCg GD4QbGYIWC AP CX Df+jr2 1 FFEy TIOIZ
3ImEWtdmzWZ0KT8q3QPm23e84W4sZvICKAEBIZTopEgdmp/UE+BwziReAAyMAUZM1 o UVEHg OkNZIdX C2ED3+Ra53UY X 3B 8 EvpARidDmDgry U8 0B + JSwOWVXWTddxh
HeHiSnkkTSzyeto GMs 1wX/0AIUPSpU IveFdakqucEZl+{U CrJuPPcBal0Xml4VaqT 2Ucpodsdmk nw==

Puede werificar la autenticidad del documento en la siguiente direccidn electronica o

escaneandoe el codige GR ingresando la siguiente clave:

kDX BGrdM

httpes: | reﬁrl'na _uaem. rnx.hnRepud infecSBimeWgN YIBObkiNONUkad530aXDk5

UA
EM

RECTORIA
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONCOMA DE
ESTADC DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

FERNANDO MARTINEZ MORALES | Fecha:2022-06-15 21:09:43 | Firmante

dUBMUGnW+56WEC 2 +pgh88pyl2 17 rZMRYBIYnDUtytDiki G DOP GVmyRIVNDOils3v+aXlyCTDYFWILMtSp NTE 1/eEMUBEK 44 TY adt+ Guh B xtlj 1 ch2b Ci+ ¥4 ZJdik'c Cpoe SkAW
WWEkywdE Q25 tucBgk SMTIFdMAXPEUDSP resj CHgWebEYmonSdBkzivJjP VL kwNkHIT Swk b+fP AlewidfGIN/Oo 20 gfVmZ + Gy kL yEShFDoyM4Mzz 1 .0V aB 2wk Zegelph LV
WozL Tz40J2R I 3MdIL Gz WX VMO Wity Q InSm3mmewD NV GEgXyGEbsLnzU0Ojta A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccidn electrdnica o

escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

OgyFSVijK
hmﬂ'-rEﬁE-“Eem.x:'l-'lDRepud in/IEmgkeM3aFKsSHbso308ki¢PEgWupUhC
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APROBADO

ATENTAMENTE

DRA. IRENE DE LA CONCEPCION PEREA ARANGO

UA

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuemavaca Morelos, México, 62208, Tome de Laboratorios (CelB),
Tel. (F77) 329 7057, ceib@uasm.mx. doni@uasm.mx - hipswew . uasm.mx'ceib’ EM

Una universidad de excelencia

2233
2234

2235

95



2236
2237

2238

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELDS

Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
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Sello electronico
IRENE DE LA CONCEPCION PEREA ARANGO | Fecha:2022-06-21 12:06:27 | Firmante
AR IZMWtChoay+SsDZIOVYEIZDAGYBQ0 +YMOFW GauWrZsStugmUuBtQ S XZE pigd Euergifz T7 k2o ZIWOHH/E 1 ykkn2tMLNBOEV  24yT pd@+nRa+q3hZV shRF glvgddfiopMrhEBha
S4bvEJHNANZTOCT+eZZwDPxdYZe2reFojWgilkelz+z)itscuDR2P3jgT1aCB GRIVOFak t4uBljwr xJBZ mEq I SUse K88 M3yghy2xZ PHAL D ExPE8qgME+3WEQ 1exTuwzCtm
yMdBuiPKXwE201BsbgWilYu2qKFMnH4Vnlwi2LI47 0m VW QanD oOfbbMdgRAMF g==

Puede verificar la autenticidad del documente en la siguiente direccion electronica o

escaneando el codige QR ingresando la siguiente clave:

nJsIQEGO4
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EM
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
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Sello electrénico

MARIBEL LUCILA HERRERA RUIZ | Fecha:2022-06-16 08:13:22 | Firmante

MHKu3Zs58xBH01 g Tw  TdRPFkf3eTTgYbnlLhf55e00//ow. ] ADbArF 2l XowST5FSpedhA T+ Y pSUgMOpZHV Xk TEP Wupd 54pY Y ildgg2 UBounOoTo3xmxh@KoBSmkSwHB Y yilz
SxJITPJCEMZWIFTAEY a3xIBhsCTiLlimRxTn3C5G25palid+0ASFOPhRMbzwhRHIDECwG GeCAteBe 5JLKLDa/GDJEEY 4eCunTMGAZEz WyAL QviGiDR 1 BxaF Uh3rRED0h [ Zeg
HOnS5vavleQu3Dha1iNmS0e408s075+rixamy Y znuD 1 m/dBieadawlGGiPa2zBIXUGT UyA==

Puede werificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o

escaneando el eadige QR ingresando la siguiente clave:

tAgiFzmsn
hittps:) ‘eﬁrma REC R rnx'nnF{epud 0/ Xy3qEbPUkgZzET1AcK NzMLTkEEOm e
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MANASES GONZALEZ CORTAZAR | Fecha:2022-06-16 08:14:54 | Firmante

LHvaxeK2|0d3ZwBnmeHoAF RsGau/cFRAIMWDgVEKSr3yUF tBinD 1/h2U2F4B 2rM30kQabWDx2rysnh JFCeP D5 G0Gjes X YFr2FF WnraZ/ n5hs8MqCViVEIES +q2 1ispicdBLW
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