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CAPITULOI
LAS PLANTAS MEDICINALES COMO FUENTES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

1.1 INTRODUCCION

Los flavonoides derivados de plantas tienen importantes actividades biolégicas, como: antioxidante,
cardioprotector, hepatoprotector, antiinflamatorio, anticancerigeno, antidiabético y antihiperlipidémico,
entre otras, debido a estas propiedades son utilizados para tratar una amplia variedad de enfermedades

cronico degenerativas (Kumar y Pandey, 2013; Babu y Gilber, 2013; Madrigal-Santillan et al., 2013).

La tilianina es un flavonoide tipo flavona, sus actividades antiinflamatorias, vasorrelajantes y
antiaterogenicas lo describen como un agente antihipertensivo (Hernandez-Abreu et al., 2009;
Hernandez-Abreu et al., 2011; Garcia-Diaz et al., 2016) que contribuye a controlar enfermedades como
la hipertension arterial o la diabetes. Ambas enfermedades tienen una elevada prevalencia a nivel mundial
y representan importantes factores de riesgo cardiovascular (Groop et al., 2014; ISSM 2015; OMS, 2016).
Agastache mexicana es una planta utilizada en la medicina tradicional para tratar la hipertension, la
ansiedad y otras enfermedades relacionadas; hasta ahora es la especie vegetal reportada como mayor
productora de tilianina (8 mg/g de peso seco), por ello es considerada un candidato idoneo para la
obtencion de esta flavona (Ibarra-Alvarado et al., 2010; Herndndez-Abreu et al., 2011; Gonzélez-Trujano
et al., 2012, Zielinska et al., 2014; Garcia-Diaz et al., 2016). Actualmente, la produccion de tilianina a
partir de A. mexicana esta limitada, pues la variacion estacional y diversos factores ambientales influyen
en la obtencion del material vegetal, debido a que su cultivo se realiza en pequefias parcelas o traspatios
y esto impide la homogeneidad del producto y en un futuro la comercializacion de este compuesto
(Estrada 1995; SAGARPA 2012; Ceséareo J. 2008; Juarez et al., 2013). Una alternativa para la produccion
de flavonoides es mediante la Cano Asseleih 1997 sintesis quimica (Babii et al., 2018) o a través del uso
de cultivos vegetales, especificamente, cultivos de células en suspension u 6rganos (Bharati et al., 2014),
los cuales han sido reconocidos como posibles opciones para reemplazar plantas completas como fuentes
de compuestos bioactivos, con el fin de producirse a nivel industrial (Huang et al.,, 2012;

http://www.rootec.com).
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El presente proyecto de investigacion contribuye al desarrollo de un sistema de produccién continua de
tilianina, en él se desarrollaron protocolos para la micropropagacion in vitro, el establecimiento de
cultivos de células en suspension y raices adventicias de A. mexicana, los cuales permitieron obtener
extractos metanolicos a partir del material vegetal seco; estos presentaron actividad vasorrelajante y
antioxidante que se correlaciona con la presencia de tilianina, y otros metabolitos secundarios
identificados en esta investigacion. Asi mismo, los cultivos in vitro generados permiten el estudio de los
factores que afectan la produccién de tilianina y otros compuestos de interés para los sectores

farmacéutico, cosmético, alimentario y agropecuario.
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1.2 Produccién de Compuestos Bioactivos a Partir de Plantas Medicinales

En las dltimas décadas las plantas medicinales han demostrado su valor histérico como fuente de
compuestos con potencial terapéutico (Kinghorn et al., 2011; Newman y Cragg, 2012), los recientes
avances tecnoldgicos y las tendencias de investigacion refuerzan su uso etnofarmacologico para la
obtencion de nuevos farmacos terapéuticos (Fabricant y Farnswoth, 2001; Atanasov et al., 2015).

La amplia diversidad quimica de las plantas (Cragg y Newman, 2013) producto de su metabolismo
secundario, permite contar con moléculas con una gran complejidad quimica con mayor cantidad de
anillos y centros quirales, asi como un mayor nimero de receptores y donantes de enlaces H del tipo
Lipinski, (Lipinski et al., 2012, Klebe, 2009; Feher y Schmidt, 2003; Koehn y Carter, 2005; Lee y
Schneider, 2001; Ortholand and Ganesan et al., 2004) lo que le confiere actividades bioldgicas selectivas
debido a afinidades de los enlaces por proteinas especificas y relevantes en su funcién bioldgica (Clardy
y Walsh, 2004; Koehn y Carter, 2005), debido a ello los costos de producir medicamentos activos por
via oral suele ser mucho maés bajo que la mayoria de los compuestos producidos a la fecha a partir de
sintesis quimica (Ortholand y Ganesan, 2004).

Los compuestos derivados de plantas son generalmente moléculas capaces de ser absorbidas y
metabolizadas por el cuerpo (Lahana, 1999; Myers, 1997). La diversidad quimica de los compuestos
bioactivos permiten clasificarlos en 4 grandes grupos: alcaloides como la escopolamina y atropina,
glucésidos como por ejemplo la digoxina, terpenos como artemisina y el taxol, por ultimo, los
fenilpropanoides teniendo como ejemplo a el &cido rosmarinico. Dentro de los fenilpropanoides tenemos
a los flavonoides, estos tienen importantes actividades biolégicas como antioxidantes, antinflamatorias,
anticarcinogénicas, antimutagénicas, cardioprotectoras, entre otras (Babu and Gilbert, 2013; Kumar and

Pandey, 2013); por lo que son utilizados para tratar una variedad de enfermedades crénico degenerativas.
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Tabla 1. Compuestos derivados de plantas, su produccion y su uso terapéutico.

Compuesto
(estructura quimica)

Especie de planta
(referencia)

Nombre comercial
(aiio de introduccion)

Firma industrial

Indicacion
(mecanismo de accion)

Arbutina
OH
HO- Le]

Acido rosmarinico

Artemisina

Berberina Py,

l\\

¢
CHy O

AN

“CHy

- HsC—N
Escopolamina m
0y

Gingenosidos

Polisacaridos
de echinacea

Paclitaxel

Shikonina

SUese

Catharanthus roseus
(Inomata et al,, 2007)

Coleus brumei
(Ulbrich et al,, 1995)

Artemisia annua L.
(Klayman et al., 1984)

Captus japonica
(Fujita er al,, 1988)

Duboisia myoporoides

j(\@ (Deno e al, 1987 )

Panax ginseng
(Asaka et al,, 1993)

Echinacea purpurea
(Liu ef al, 20006)

Taxus brevifolia Nutt.
(Wani e al, 1971)

Lythospermom
eryvthorzom
(Fuwjita er al,, 1988)

Arbutina
(2009)

Acido rosmarinico
(1998)

Artemisina
(1987)

Berberine

Hioscina

Ginseng

Echinacea

Taxol (1993),
Abraxanec (2005),
Nanoxelc (2007).

Mitsui Chemical Inc
(Japon)

A. Natterman and Cie
GmbH (Alemania)

Yet Sanofi
(Ttalia)}

Mitsui Chemical Inc
(Japon)

Sumitomo Chemical Co
Ltd (Japon)

Nitto Denko Corporation
(Japon)

Diversa (Alemania)

Phyton Biotech (USA),
Samyang Genex (Corea)

Mitsui Chemical Inc
(Japon)

Previene la formacion
de melanina (Inhibe a la
tirosinasa)

Antioxidante
(atrapa radicales libres)

Tratamiento de la
malaria (formacion de
radicales)

Antiarritmico
(decrece la produccion
de ATP)

Antiespasmodico y
sedante
(Depresor del sistema
nervioso)

Antinflamatorio
(accion sobre
mterlecucinas 10)

Antiinflamatorio,
Inmunoestimulante

Anticancerigeno
(inhibidor mitotico)

Anticancerigeno
Antimicrobiano

Fuentes: Newman y Cragg, 2012; Atanasov et al., 2015
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1.3 Antecedentes generales de plantas del género Agastache y sus compuestos bioactivos

Las plantas del genero Agastache comprenden 22 especies de planta aromaticas perennes, que
pertenecen a la familia de las Lamiaceas (Fuentes-Granados et al., 1998), de las cuales A.
urticifolia, A. occidentalis, A. parvifolia, A. cusickii A. rugosa y A. scrophulariifolia son las mas
estudiadas (Zilienska et al., 2014). Son conocidas de forma general como “hisopo gigante”, utilizadas
como fuente de aceites esenciales, drogas, especias, nectariferas en la apicultura o como ornamentales,

siendo este ultimo el uso mas comun (www.theplantlist.org- consultado el 1 de enero del 2019). Sus

estudios se centran en el area fitoquimica y farmacoldgica lo que soporta y le da validez a su uso
dentro de la medicina tradicional (Zilienska et al., 2014). El perfil fitoquimico de estas especies es
similar y consta de 2 clases principales: fenilpropanoides y terpenoides; dentro de los compuestos
fendlicos se encuentran aquellos derivados del acido cafeico tales como &cido rosmarinico y algunas
flavonas como acacetina, tilianina, agastachosidos y agastachin una rara flavona malonil dimerica
(Itokawa et al., 1981;Ganeva et al., 1994; Lee et al., 1995, 2002, 2007, 2008; Kim et al., 1999; Xu
et al., 2008, Hernandez-Abreu et al., 2009, 2011, 2013; Gonzalez-Trujano et al., 2012). También se
han encontrado dos compuestos Unicos de tipo lignano: agastenol y agastinol (Lee et al., 1995, 2002).
Entre los terpenoides se incluyen aquellos del tipo oleanano como el &cido maslinico, acido oleanolico
y la B-amirina, los de tipo ursano como el acido ursolico, acido corosolico y el a-amirina; algunos
esteroles y novedosos diterpenos encontrados en las raices de Agastache rugosa de coloracion roja
tipo abietano como agastaquinona, agastol (Lee et al., 1995), oxidados como dehydroagastol,
isoagastol (Han et al., 1987; Zou and Cong 1991) agastona y metilagastanol (Lee et al., 1994). Estas
raices también contienen diferentes triterpenos carboxilados e hidroxilados de tipo oleonano como el
acido maslinico, acido oleanolico, 3-O acetil oleanolico aldehido, y de tipo ursano como el acido
corosolico y los esteroles sitosterol y daucosterol (Han et al., 1987; Zou and Cong 1991; Estrada-
Reyes et al., 2004). El acido ursolico ha sido aislado de partes aéreas de A. mexicana (Verano et al.,
2013). B—amirina y o-amirina fueron aislados de partes aéreas de A. foeniculum junto con numerosos
esteroles como el campesterol, campestanol, sitosterol, estigmasterol, estigmastanol (Ganaeva et al.,
1994; Zou and Cong, 1991). Dentro del género Agastache resalta la presencia ubicua de terpenoides
pentaciclicos y esteroles, sin embargo, a la fecha no se documentan datos cualitativos ni cuantitativos

de ello.
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La mayoria de las especies de Agastache contienen también aceites esenciales tales como estragol,
metileugenol, pulegona, mentona, isomentona y espatulenol (Svoboda et al., 1995; Estrada-Reyes et
al., 2004; Tian et al., 2009; Skakovskii et al., 2010; Gong et al., 2012; Li et al., 2013). Los contenidos
de los aceites esenciales dependen del tiempo de cosecha y las condiciones ambientales durante el
cultivo, el porcentaje més alto obtenido en A. mexicana y A. rugosa fue durante la etapa inicial de
desarrollo, para el caso de A. foeniculum fue durante el periodo de floracion. A. rugosa y A.
scrophulariifolia crecen y generan un mayor rendimiento de aceite escencial a temperaturas mas frias
durante el verano, contrariamente A. foeniculum y A. urticifolia que prefieren condiciones mas calidas
para su desarrollo y floracion produciendo solo muy poca cantidad de aceites escenciales (Svoboda et
al., 1995; Omidbaigi and Mahmoodi, 2010; Omidbaigi et al., 2008; Omidbaigi and Sefidkon, 2004;
Suchorska-Tropito and Pioro-Jabrucka 2004; Rudik et al., 2013).

1.3.1 Actividad farmacoldgica en el género Agastache.

Solo en 3 especies de las 22 de este género han sido ampliamente estudiadas en cuanto a su actividad
farmacologica: A. rugosa, A. mexicana, y A. foeniculum, siendo la primera la més estudiada debido a
sus multiples usos en la medicina tradicional china (Holmes et al., 1997; Chen et al., 2008; Hu et al.,
2006; Wu et al., 2013).

La actividad in vitro e in vivo de diversos extractos 0 compuestos individuales de especies incluyen
antimicrobianos, antivirales y antimutagenicos, asi como la actividad citotdxica en lineas de células
cancerigenas, antiaterogenico, antioxidante y biocida en plagas de productos alimenticios (Cano
Asseleih et al., 1997; Ibarra-Alvarado et al., 2010; Gonzalez-Trujano et al., 2012; Shin et al., 2004;
Shin and Kang 2003; Ownagh et al., 2010; Wang et al., 2009; Ishitsuka et al., 1982; Kim et al., 1999,
2001; Guo et al., 2011). Sus efectos cardiovasculares y antinflamatorio son ampliamente estudiados
en dos especies en particular A. rugosa y A. mexicana, donde tilianina es utilizada de forma aislada o
como marcador fitoquimico en extractos o fracciones, de los cuales mantienen un efecto positivo en
las primeras etapas de ateroesclerosis (Hong et al., 2001) y un efecto vasorrelajante e hipotensor en

los extractos de A. mexicana (Hernandez-Abreu et al., 2009,2011,2013).
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1.4 Aplicacion de la Biotecnologia Vegetal para la Produccion Compuestos Bioactivos

La busqueda de alternativas que permitan la produccion de compuestos bioactivos puros para el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos conduce al desarrollo de sistemas biotecnoldgicos alternativos.
Una forma es mediante las técnicas de dd5cultivo de tejidos y células vegetales (CCV). El concepto de
cultivo de células y tejidos vegetales es amplio y se puede definir como la técnica de crecer células,
organos, protoplastos, embriones, tejidos o plantulas, en condiciones controladas in vitro. Su aplicacion
abarca tres principales aspectos: la produccion de compuestos bioactivos, micropropagacion y la
realizacion de estudios genéticos, fisiologicos, bioquimicos y de patologia de las células vegetales
(Zhong et al., 2001).

Totipotencialidad y plasticidad son conceptos basicos para el CCV ya que las plantas tienen la capacidad
(totipotencia) de iniciar la division celular de casi cualquier tejido y lograr una regeneracion total de
tejidos, érganos o de un organismo completo. Este fenémeno sucede debido a que las plantas pueden,
con el estimulo adecuado, expresar el potencial genético total de la planta madre (Fehér et al., 2015;
Verdeil et al., 2007).

Para iniciar un CCV es necesario contar con material vegetal de la especie seleccionada y a partir de este
obtener brotes, callos (conjunto de células vegetales no diferenciadas que crecen formando agregados
amorfos), células o raices los cuales se desarrollan en un medio de cultivo apropiado previamente
seleccionado y provienen de 6rganos o tejidos diferenciados de la planta en estudio. Para inducir y
mantener esta “desdiferenciacion” es necesario manipular los reguladores de crecimiento vegetal (RCV)
del medio de cultivo. (Chawla et al., 2011; Altman et al., 2019)

Los RCV son moléculas que a bajas concentraciones regulan procesos fisioldgicos en las plantas de
manera natural, los cuales actian como mensajeros quimicos regulando no solo su crecimiento y
desarrollo si no también su respuesta a sefiales ambientales. Este es un punto critico en el establecimiento
de un cultivo in vitro y su éxito dependera de la fuente del explante, asi como del tipo y concentracién
de RCV utilizados (Dixon, 1995), los cuales se aplican de forma exdgena siendo utilizados auxinas,
citocininas, giberelinas y acido abcisico entre otros, dependiendo del tipo de respuesta que se quiera

obtener.
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Las auxinas como citocininas son necesarias para la generacién de tejidos diferenciados y/o
desdiferenciados, esto se debe a que existe una interaccion que controla estos procesos, por lo que es
importante determinar un balance adecuado entre auxinas/citocininas, que resulta especifico de acuerdo

al tipo de especie que se estudia (Phillips and Garda, 2019).

Los cultivos de brotes, callos, células y/o raices son una alternativa para la produccion de compuestos
con actividad bioldgica (Bourgaud et al., 2001). Para iniciar estos cultivos se utilizan medios que les
permitan la organogénesis via directa o indirecta, la proliferacion de biomasa y la produccion de
compuesto de interés, se pueden transferir a medio liquido en agitacion constante para continuar con su

crecimiento e incluso escalar a biorreactores industriales.

A pesar de las ventajas de la produccion de metabolitos secundarios en cultivos in vitro vegetales, solo
unos pocos compuestos biactivos han sido producidos a escala comercial. La farmacéutica Pfizer fue
una de las pioneras en obtener una patente en el cultivo de tejidos vegetales (Lombardino., 2000), Mitsui
Petrochemical Co también consideraron estos procesos con el fin de comercializar sus productos:
shikonina y berberina, los cuales a pesar de contar con propiedades medicinales antinflamatoria y
antimicrobiana no fueron un caso de éxito (Fujita et al., 1985). Contrariamente Phyton Inc en
colaboracion con Brystol Myers Squibb desarrollan un proceso mediante el uso de células en suspension
para la produccion de Paclitaxel (taxol®) un anticancerigeno que fue aprobado para uso clinico contra
el cancer de ovario en 1992 y contra el cancer de mama en 1994. Sus ventas anuales de mas de $1 mil
millones USA, se reparten entre un numero significativo de empresas (Stafford et al., 1998; Cragg y
Newman., 2013). Acido rosmarinico, artemisina, escopolamina, gingenosidos y polisacaridos de
echinacea, también han sido del interés de las industrias ya que en muchos casos se obtienen
ventajosamente en los cultivos vegetales (Stafford et al., 1998; Rao y Ravishankar, 2002; Newman y
Cragg, 2012).
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CAPITULO 11

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ANALISIS DEL CONTENIDO DE
TILIANINA DURANTE LAS ETAPAS VEGETATIVA Y DE FLORACION DE Agastache
mexicana

2.1 INTRODUCCION

Agastache mexicana subsp. mexicana es una hierba perenne aromética y medicinal de la familia
Lamiaceae. La especie crece naturalmente en el eje volcanico transversal del centro de México, y florece
entre los meses de septiembre a diciembre (Bye et al. 1995). En México A. mexicana se recolecta en
habitats de bosques silvestres y se cultiva en huertos familiares. La infusién o maceracién en agua, e
incluso en etanol, de sus partes aéreas o solo de las inflorescencias se utiliza principalmente para el
tratamiento del insomnio, la ansiedad y la hipertensién. Ademas, la medicina popular lo recomienda para
el tratamiento del asma, los sintomas reumaticos y las afecciones gastrointestinales como el dolor de
estdmago (Ventura-Martinez et al., 2017). En experimentos farmacoldgicos, el extracto metandlico de las
partes aéreas de la planta tuvo una actividad vasorrelajante (Hernandez-Abreu et al. 2009; 2011), lo que
avalan el uso de A. mexicana como alternativa a la medicina convencional en el tratamiento de
enfermedades del sistema cardiovascular. Los extractos metandélicos e hidroalcoholicos de esta planta son
fuente importante de metabolitos secundarios bioactivos, como la tilianina, apigenina, acacetina,
quercetina, acido ursélico y &cido oleandlico, por lo que A. mexicana puede servir de base para el
desarrollo de fitomedicamentos. Sin embargo, la calidad intrinseca de los compuestos bioactivos para la
produccién de medicamentos basados en hierbas medicinales, constituye un gran desafio, debido a que
el contenido de los metabolitos secundarios puede variar durante el desarrollo de la planta y depende del
ambiente y las condiciones de cultivo. En este contexto, el propésito del capitulo es presentar los
resultados del analisis de la variacion del contenido de los flavonoides y terpenos bioactivos antes

mencionados, en diferentes partes de la planta en su etapa vegetativa y de floracion.
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2.2 Variacion del Contenido de Compuestos Bioactivos en el Género Agastache

Las plantas del género Agastache comprenden 22 especies de planta aromaticas perennes, que pertenecen
a la familia de las Lamiaceas (Fuentes-Granados et al., 1998), de las cuales A. urticifolia, A. occidentalis,
A. parvifolia, A. cusickii A. rugosa y A. scrophulariifolia son las mas estudiadas (Zielinska et al., 2014).
Estas especies son conocidas, de forma general como “hisopo gigante” y son utilizadas como fuente de
aceites esenciales, drogas, especias, nectariferas en la apicultura o como ornamentales, siendo este tltimo

el uso mas comun (www.theplantlist.org- consultado el 1 de enero del 2019). El perfil fitoquimico de

estas especies es similar y consta de 2 clases principales: fenilpropanoides y terpenoides; dentro de los
compuestos fendlicos se encuentran aquellos derivados del &cido cafeico, tales como, el &cido
rosmarinico y algunas flavonas, como: acacetina, tilianina, agastachosidos y agastachina; una rara flavona
malonil dimérica (Itokawa et al., 1981; Ganeva et al., 1994; Lee et al., 1995, 2002, 2007, 2008; Kim et
al., 1999; Xu et al., 2008, Hernandez-Abreu et al., 2009, 2011, 2013; Gonzalez-Trujano et al., 2012).
También se han encontrado dos compuestos Unicos de tipo lignano: agastenol y agastinol (Lee et al.,
1995, 2002). Entre los terpenoides se incluyen aquellos del tipo oleanano como el cido maslinico, acido
oleanolico y la B-amirina, los de tipo ursano como el acido ursolico, acido corosolico y el a-amirina;
algunos esteroles y novedosos diterpenos encontrados en las raices de Agastache rugosa de coloracion
roja tipo abietano como agastaquinona y agastol (Lee et al., 1995), oxidados como dehydroagastol,
isoagastol (Han et al., 1987; Zou y Cong 1991), agastona y metilagastanol (Lee et al., 1994). Las raices
contienen diferentes triterpenos carboxilados e hidroxilados de tipo oleonano como el acido maslinico,
acido oleandlico y 3-O acetil oleandlico aldehido, ademés de acido corosélico, sitosterol y daucosterol
(Han et al., 1987; Zou y Cong 1991; Estrada-Reyes et al., 2004). El &cido ursélico ha sido aislado de
partes aéreas de A. mexicana (Verano et al., 2013). La B—amirina y a-amirina fueron aislados de partes
aéreas de A. foeniculum junto con numerosos esteroles como el campesterol, campestanol, sitosterol,

estigmasterol, estigmastanol (Ganaeva et al., 1994; Zou y Cong, 1991).


http://www.theplantlist.org-/
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Dentro del género Agastache resalta la presencia ubicua de terpenoides pentaciclicos y esteroles, sin

embargo, a la fecha no se documentan datos cualitativos ni cuantitativos de ello.

La mayoria de las especies de Agastache contienen también aceites esenciales, tales como: estragol,
metileugenol, pulegona, mentona, isomentona y espatulenol (Svoboda et al., 1995; Estrada-Reyes et al.,
2004; Tian et al., 2009; Skakovskii et al., 2010; Gong et al., 2012; Li et al., 2013). Los contenidos de los
aceites esenciales dependen del tiempo de cosecha y las condiciones ambientales durante el cultivo, el
porcentaje mas alto obtenido en A. mexicana y A. rugosa fue durante la etapa inicial de desarrollo, sin
embargo, en el caso de A. foeniculum el méximo contenido se detect6 durante el periodo de floracion. A.
rugosa y A. scrophulariifolia son especies que crecen y generan un mayor rendimiento de aceite esencial
a temperaturas mas frias, contrariamente A. foeniculum y A. urticifolia prefieren condiciones mas calidas
para su desarrollo y floracién, produciendo solo muy poca cantidad de aceites esenciales (Svoboda et al.,
1995; Omidbaigi y Mahmoodi, 2010; Omidbaigi et al., 2008; Omidbaigi y Sefidkon, 2004; Suchorska-
Tropito y Pioro-Jabrucka, 2004; Rudik et al., 2013).

Tabla 1. Flavonoides y terpenos identificados en Agastache.

FENILPROPANOIDES TERPENOS ACEITES LIGNANOS
ESCENCIALES

Acido cafeico Acido maslinico**  Estragol Agastenol

Acido rosmarinico Acido oleandlico**  Metil eugenol Agastinol

Acacetina* B-amirina** Pulegona

Tilianina* Ac ursdlico*** Mentona

Agastachosidos* Ac corosolico***  Isomentona

Agastachina* a-amirina*** espatulenol

Flavonas*; Derivados de la serie del Oleano**; Derivados del ursano***,
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2.2.1 Quimica, propiedades y funciones de los flavonoides

Los flavonoides son sustancias bioldgicamente activas con actividades antivirales antibacteriales,
anticancerosas, antiinflamatorias, antialergénica, vasodilatadora, anticancerigena, antioxidante y
adicionalmente, se ha demostrado que los flavonoides inhiben la peroxidacién lipidica, agregacion
plaquetaria, apoptosis, pueden modular enzimas y receptores celulares, por mencionar solo algunas
(Tapas et al., 2008; Benavente-Garcia y Castillo, 2008; Cook y Samman, 1996; Nijveldt et al., 2001). En
la naturaleza se encuentran en gran diversidad de especies vegetales, desde musgos hasta angiospermas
(lwashina et al., 2000 Saunders et al., 1976), los cuales estan involucrados en una amplia gama de
funciones, como en la pigmentacién de las flores, frutos y semillas para atraer polinizadores y dispersores
de semillas, en la proteccidn contra la luz ultravioleta, en la defensa de las plantas contra microorganismos
patégenos, en la germinacién del polen y en la activacion de sefiales moleculares entre plantas y
microorganismos. Hasta la ultima década se habian descrito mas de 6,000 flavonoides (Marais et al.,
2001; Panche et al., 2016; Dixon y Pasinetti, 2010).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, a nivel celular son localizados en estructuras
cloroplasmaticas y mantienen un flujo dinamico en toda la planta (Zhao et al., 2015; Agati et al., 2012;
Scheid et al., 2004;). Su estructura basica 2-fenil-benzo-¥-pireno (anillos A, C y B) que difieren en el
arreglo de grupos hidroxi, metoxi y cadenas glicosidicas (glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa o arabinosa)
en la posicion 3 o 7 de la molécula dando origen a flavonas, flavonoles y flavanonas; los cuales destacan
farmacoldgicamente ya que presentan baja toxicidad e interactian con enzimas como las ciclooxigenasas
y fosfodiesterasas entre otras (Kumar et al., 2013). Dentro de sus propiedades quimicas destacan su
solubilidad en compuestos polares como agua y etanol, su caracter fendlico le permite la absorcion en la
region ultravioleta y el espectro visible, debido a la presencia de sus estructuras aromaticas conjugadas
(Mabry et al., 2012).
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2.3 Agastache mexicana

Agastache mexicana (Kunth) E.F. Linton & Epling (sinonimia: Cedronella mexicana (Kunth) Benth) es
endémica de México y pertenece a la familia Lamiaceae. Es una herbacea de ciclo anual, aromatica; de
tallos cuadrados y erectos, llega a medir desde 45 a 150 cm. Tiene hojas dentadas y lanceoladas. Sus
inflorescencias se desarrollan de 15 a 20, sus flores son bilabiadas y tubulares, que van del color rojo
intenso a purpura. Cada flor contiene una ndcula elipsoidal a ovoide, la cual contiene un embrion. Crece
en los bosques de pino-encino de forma silvestre y es cultivada en huertos familiares. A. mexicana se
distribuye principalmente en los estados de Michoacéan, Guerrero, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Estado de
Mexico y Morelos (Santillan-Ramirez, 2008).

Es conocida dentro de la medicina
tradicional como:  toronjil  morado,
tlalahuehuetl, toronjil mexicano, olotillo,
abejera y melisa. En el estado de Morelos se
usa como antiespasmaodico, ansiolitico, para
problemas de digestion, dolor de cabeza,
vomito, piquete de alacran, mal de ojo,
presion elevada, entre otros (Monroy-Ortiz y
Castillo-Espafia, 2007).

Figura 1 Agastache mexicana especie endémica de México, espécimen depositado en el herbario de la UAEM,
voucher No 35766.
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2.3.1 Compuestos aislados de Agastache mexicana

Los diversos estudios fitoquimicos revelan compuestos clasificados en dos grupos principales:
compuestos volatiles como aceites esenciales y no volatiles como fenilpropanoides y terpenoides.
Monoterpenos como el camfeno-B-pineno, limoneno, 1,8-cineol, furfural, citronelal y mentona se
obtienen con un rendimiento de 1.45% v/w en peso seco (Svoboda et al., 1995), metil chavicol, linanol y
D-limoneno son encontrados como compuestos mayoritarios en sus aceites esenciales, los cuales son
extraidos a partir de técnicas de hidrodestilacion con solventes organicos como hexano, etanol, acetato
de etilo y agua (Santiago et al., 2005, Gonzalez-Trujano et al., 2012, Estrada-Reyes et al., 2014), estos
son producidos en mayor cantidad durante la fase de floracion y decrecen en la fase de senescencia
(Svobodacet al., 1995). También presenta compuestos no volatiles como el terpeno denominado pulegona,
y los flavonoides como apigenina, luteolina, diosmetina y tilianina (Lara y Marquez, 1996; Fuentes-
Granados et al., 1998). En extractos metanélicos de plantas silvestres de A. mexicana, la tilianina es
considerada uno de los compuestos mayoritarios en esta especie (Hernandez-Abreu et al., 20009;
Herndndez-Abreu et al., 2011). Estudios recientes confirman que otros compuestos como acacetina,
apigenina, acido ursélico y oleandlico también se encuentran presentes en esta especie (Cruz Torres

comunicacion personal; mayo de 2018 Facultad de Farmacia, UAEM).

Tabla 2. Compuestos activos identificados en A. mexicana

Parte de la Planta Extracto/Compuesto Efecto Autor
activo
Parte aérea Extractos Antihipertensivo Hernandez-Abreu et al.,
(Hoja, Tallo, Flor) metandlicos/tilianina,  (vasorrelajante) 2009, 2011, 2012.
Hojas Extractos acuosos Reduce fiebre, sintomas Cano Asseleih et al., 1997.
premenstruales.
Hojas Extractos acuosos Antidepresivo y Molina-Hernandez et al.,
ansiogénico 2000.
Planta completa Extractos acuosos Vasoactivo, antioxidante Ibarra-Alvarado etal.,
2010.
Inflorescencias Acido ursdlico, Espasmolitico y Gonzalez-Trujano et al.,
acacetina antinociceptivo 2012.
Parte aérea Acido ursdlico Antinociceptivo Verano etal., 2013.

(Hoja, Tallo, Flor)
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FLAVONOIDES

Tilianina Acacetina Apigenina

TERPENOS

Acido Ursolico Acido Oleanolico

Figura 2 Flavonoides y terpenos, aislados de plantas colectadas en campo de A. mexicana en donde en su estructura
se observan los anillos caracteristicos en cada familia de compuestos. Fuentes: Pubchem
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Los quimicos de productos naturales y los médicos tienen gran interés en tilianina debido a sus
importantes actividades biolégicas como antiaterogénico, antinflamatorio y sus efectos antihipertensivos
y vasorelajantes (Hong et al., 2001; Nam et al., 2006; Hernandez-Abreu et al., 2009).

2.4 Tilianina

La tilianina es una flavona glicosilada en la posicion 7 del anillo A (Figura 2) conocida como 7-O-
glicosido de acacetina, su formula molecular es C22H22010, de acuerdo a su estructura quimica

tiene la capacidad de donar 5 puentes de H y aceptar 10 (NCBI, Pubchem; 2018), lo cual favorece su
polaridad y le permite ser soluble solo en solventes organicos (e.g. agua, metanol); la glicosilacion le

proporciona una mayor solubilizacién en agua (Medic-Sarc et al., 2008).
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OH 0

Figura 3 Estructura de tilianina donde se muestran los anillos A, B y C de la flavona y la glicosilacion
en la posicién 7 del anillo A.

Siendo un fenilpropanoide se sintetiza a partir de la ruta del &cido shikimico y del mevalonato, estas
reacciones son catalizadas por enzimas como la fenilamonioliasa (PAL) y las chalconas isomerasa y
sintasa (Pham et al., 2012). Esta ruta biosintética se muestra en la Figura 3, donde en la reaccion I. el
aminoacido L-fenilalanina es el compuesto iniciador para la biosintesis, el cual es transformado a 4-
cumaroil-CoA por la accién de 3 enzimas: la enzima fenil amonio-liasa (PAL), cinnamato 4-hidroxilasa
(C4H) y la 4-cumarato: CoA ligasa (4CL). En la reaccion 1l La chalcona sintasa (CHS) es un catalizador
en la reaccion de condensacion de 4-cumaroil-CoA y 3 moléculas de malonil CoA mediante una
isomerizacién para producir la chalcona naringenina. En la reaccién 1l la chalcona isomerasa (CHI)
convierte la chalcona naringenina a naringenina mediante una estereoisomerizacion especifica. La
reaccion IV esta catalizada por la flavona sintasa (FS) quien desatura a la naringenina para derivar a la
molécula apigenina. Posteriormente en la siguiente reaccion (V) la enzima 4-O-metiltransferasa
(A40MT) transfiere un grupo metilo a apigenina para producir acacetina. En la reaccion final (V1) una
glucosiltransferasa (GT) transfiere una glucosa a la molécula de acacetina para sintetizar tilianina como

producto terminal.
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Figura 4 Ruta biosintetica propuesta para el flavonoide Tilianina. Enzimas: PAL, fenilalanina amonia-liasa; C4H,
cinamato 4 hidroxilasa; 4CL, 4-cumaroil-CoA ligasa; CHS, chalcona sintasa; CHI chalcona isomerasa; FS, flavona
sintasa; A40MT, apigenin 4-O-metil transferasa; GT, glucosil transferasa. Adaptado de Pham et al., 2012.

Dentro de las actividades biologicas reportadas para tilianina se conocen sus efectos sedantes y anti-
convulsivos (Zielinska & Matkowski 2014; Gélvez et al., 2015), ademas se ha documentado que ejerce

.'/'
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" Produccion de otros
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. cumarinas y ligninas

un efecto antidiabético, antihiperlipidémico y antinflamatorio (Garcia-Diaz et al., 2016) asi
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como sus efectos terapéuticos contra la angina de pecho y la isquemia de tipo miocardico (Gélvez et al.,
2015; Zeng et al., 2016).

Estudios previos realizados por el grupo de investigacion del Dr. Estrada Soto mostraron de manera
funcional que la tilianina aislada de A. mexicana presenta un efecto vasorrelajante a través de la
produccién de 6xido nitrico y por apertura de canales de potasio, ademas de un efecto antihipertensivo
sostenido en ratas espontaneamente hipertensas (SHR), sin afectar la frecuencia cardiaca. Ademas,
tilianina es un flavonoide no téxico de interés por su alto rendimiento de extraccion en A. mexicana,
superior al 0.25% del peso total (Hernandez-Abreu et al., 2009, 2011, 2013).

Por otro lado, en el 2011 se reportd el desarrollo de un método analitico por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), en fase normal, para la cuantificacion de tilianina en diferentes extractos de A. mexicana.
El método present6 linealidad, exactitud y selectividad para la cuantificacion de tilianina (metabolito
secundario mayoritario de A. mexicana). Se determind que la tilianina se encuentra en mayor
concentracion en el extracto metanolico obtenido via maceracion, lo cual representa una aportacion
importante en el control de calidad de esta especie vegetal para fines de estandarizacion de un fitofarmaco

que contenga tilianina y su produccion a nivel industrial (Hernadndez-Abreu et al., 2011).
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2.4.1 Produccién de tilianina

La tilianina es producida en especies de lamiaceas como Dracocephalum moldavica (cabeza de dragdn
azul o toronjil azul), Agastache rugosa (menta koreana), Agastache mexicana subespecie xocolotziana
(toronjil blanco), Prunella vulgaris (consuelda) y Pogostemon cablin (patchouli). La produccién a gran
escala de tilianina es dificil de obtener (5mg= USD 472/ $9227.60 MN Co. ChemFaces
http://www.chemfaces.com/ 2018) debido a que solo se produce en algunas plantas cuyo contenido es
bajo (Zielinska y Matkowski, 2014), presenta dificultades para su obtencion mediante sintesis quimica
debido a sus multiples anillos y centros quirales (Cui et al., 2016; Liu et al., 2012). Por lo tanto, es

necesario desarrollar un esquema eficiente y practico para la produccion de tilianina.

2.4.2 Tilianina, propiedad industrial, patentes relevantes

Dentro del estado del arte, existen al menos nueve patentes sobre el desarrollo de métodos para la
extraccion eficiente de tilianina y el desarrollo de formulas para el cuidado de la piel que contienen este
compuesto. En la tabla 3 se observa el nimero de registro con la fecha de publicacion, el nombre de la

patente, asi como una breve descripcion de la misma.

Tabla 3. Patentes relacionadas con tilianina.

Registro Nombre la patente Invencion
CN102860982 (A) 2013-01-09 Microemulsion compuesta de tilianina Describe una composicion de microemulsion que contiene tilianina, un
CN102860982 (B)2014-08-20 emulsionante (aceite y agua), puede aumentar en gran medida la
solubilidad de la tilianina.

CN101781345(A) 2010-07-21 Meétodo para la preparacién de tilianina La tilianina preparada por el método tiene alta pureza y alto rendimiento

CN101781345(B)2012-07-04 (99%7y 76.3%).

US2008081081 (A1) 2008-04-03 Un extracto de Agastache rugosaque Se obtiene, por separacion-purificacion para prevencion y tratamiento de

US7534456 (B2) 2009-05-19 contiene tilianina, que tiene actividad anti- aterosclerosis relacionada con las respuestas inflamatorias v la
inflammatoria y anti-aterogénica enfermedad en el sistema circulatorio.

KR20080049352 (A) 2008-06-04  Una composicion cosmética que contiene Para ¢l envejecimiento, se prepara mediante hidrolisis dcida o hidrélisis

KR100851489(B1) 2008-08-08 tiilianina o acacetina enzimatica de un extracto de Teucrium veronicoides.

KR100807645(B1)2008-02-28 Composicion del tratamiento y prevencion ~ Comprende un extracto alcoholico de 4. rugosa (tilianina, acacetina o
de enfermedades gastrointestinales y el agastachosida). Un método para preparar la composicion comprende las
método de preparacion. etapas de: (a) extraccion con agua o alcohol a 90-100 grados durante 3-7

horas; (b) filtrar el extracto; (c) concentrar el filtrado bajo presion
reducida; y (d) liofilizar el concentrado.

Fuentes: tomado de la base de datos de Wipo y Espacenet, 2018. (http://www.wipo.int/portal/es/

https://worldwide.espacenet.com/)
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2.5 Factores que afectan el contenido de metabolitos secundarios en las plantas

Los metabolitos secundarios desempefian un papel relevante en la adaptacion de las plantas a su entorno,
y representan una fuente importante de compuestos bioactivos para la generacion de productos
farmacéuticos, sin embargo, la calidad de produccion y acumulacion no es intrinseca (Akula and
Ravinshankar, 2011; Berini et al., 2018; Neugart et al., 2018; Yang et al., 2018).

Se conoce que los factores ambientales tales como: temperatura, humedad, intensidad luminosa, el
suministro de agua, los minerales y el CO: influyen en el crecimiento de la planta, asi como en la
produccién de compuestos bioactivos (Neugart et al., 2018; Prinsloo and Nogemane, 2018).

En especies de Lamiaceae como Thymus algeriensis y Rosmarinus officinalis la produccion de aceites
esenciales se incrementa del 0.59 al 1.08% con la precipitacion pluvial, la velocidad del viento y la
higrometria, sin embargo, tiene un efecto negativo la aridez y la disminucion de la humedad relativa
(Mehalaine y Chenchouni, 2019).

La temperatura y la radiacion tienen un efecto importante en la concentracion de flavonoides, en especies
de Brassicaceae (coles) se ha observado que a bajas temperaturas, los derivados de quercetina
incrementan su concentracion (Schmidt et al., 2010), esta respuesta se debe a la inhibicion de la
reparacion enzimatica, lo que también genera mayores cantidades de especies reactivas de oxigeno
(Nybarkken et al., 2012). La concentracion de flavonoides tiene una respuesta especifica a cambios en la
temperatura y el efecto de la radiacion (Neugart et al., 2012; Neugart et al., 2018). Bajas temperaturas
generan una mayor concentracion de glucosidos de quercetina y kaempferol y la exposicion a elevados
niveles de radiacion los condiciona como marcadores de radiacién UV-B en especies de Brassicaceae.
Se sabe que la radiacion UV-B y la temperatura mejoran la sintesis del anillo B polihidroxilado de
flavonoides como quercetina (Neugart et al., 2018).

Las diferentes etapas de crecimiento y desarrollo en diversas especies vegetales, asi como, las condiciones
climatoldgicas y edaficas del suelo pueden afectar la produccion de compuestos bioactivos, por lo que,
se siguen una serie de procedimientos en la colecta de diferentes plantas medicinales. Las especies de
Panax ginseng son colectadas cuando incrementan la produccion de saponinas en verano, durante el mes
de junio se colecta Calendula officinalis debido a que en esta época aumenta la produccién de flavonoides
(Russo et al., 2015).
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En Agastache mexicana es muy poco lo que se conoce sobre los factores que afectan la acumulacion de
los metabolitos secundarios, en esta especie los compuestos presentes son clasificados en dos grupos
principales: compuestos volatiles como aceites esenciales y no volatiles como fenilpropanoides y
terpenoides. Dentro de los estudios quimicos destacan los compuestos alcanos (nonano); los
monoterpenos: camfeno-p-pineno, limoneno, 1,8-cineol, furfural, citronelal y mentona con un
rendimiento de 1.45% v/w en peso seco (Svoboda et al., 1995). Los cuales son extraidos a partir de
técnicas de hidrodestilacion con solventes organicos como hexano, etanol, acetato de etilo y agua
(Estrada-Reyes et al., 2004, Santiago et al., 2005). Los aceites esenciales son producidos en mayor
cantidad durante la fase de floracion y decrecen en la fase de senescencia (Svoboda et al., 1995). También
presenta compuestos no volatiles como el terpeno denominado pulegona, y los flavonoides como
apigenina, luteolina, diosmetina y tilianina (Tabla 1) (Lara y Méarquez, 1996, Fuentes-Granados et al.,
1998).

2.6 La cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC): una técnica cromatografica para el
analisis fotoquimico de especies con potencial farmacolégico

El control de calidad y el andlisis cuantitativo de los flavonoides en los fitomedicamentos es de gran
importancia. Una de las técnicas mas empleadas para el analisis de extractos vegetales es la cromatografia
en capa fina de alta resolucion (HPTLC). Comparada con la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) y de gases (GC) esta técnica es menos costosa. La HPTLC mantiene el mismo sistema de
separacion; dos fases en donde el compuesto se adhiere a la fase estacionaria y migra a una distancia
inversamente proporcional a su afinidad por la fase estacionaria. La cuantificacion de compuestos en la
cromatografia planar se realiza a través de densitometria con el empleo de sistemas de analisis de
imagenes, donde los instrumentos comerciales estan integrados a una camara digital o un scanner
convencional, para obtener la imagen de la placa y realizar el analisis cuantitativo o cualitativo mediante
un programa de analisis de imagenes, sin la necesidad de comprar instrumentos comerciales (Popovic et
al., 2014). Debido a varias ventajas, como la rapidez, la menor cantidad de muestra y un residuo de
disolvente extremadamente limitado, el HPTLC es muy empleado para la determinacion de compuestos
farmacologicamente interesantes en matrices biolodgicas, como plantas, hojas, flores y formulaciones

herbales (Booker et al., 2017; www.camag.com).
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2.7 Técnicas cromatograficas utilizadas en el género Agastache para la extraccion y analisis de
compuestos bioactivos

En A. mexicana, el analisis de compuestos fendlicos se ha realizado a través del empleo de HPLC en fase
reversa, usando columnas de silice C18 eluidas con acetonitrilo/ agua o mezclas de metanol/ agua, con
deteccion fotométrica. Algunos compuestos aislados como el acido rosmarinico, acacetina, tilianina,
agastachosido, linarina y agastachina fueron identificados por métodos de rutina como son la
espectroscopia de RMN UV/VIS, infrarrojo y espectrometria de masas (Lee et al., 1995; Kim et al., 1999;
Itokawa et al., 1981; Herndndez-Abreu et al., 2009). La purificacion de los compuestos se realizd
mediante extraccion liquido-liquido y posteriormente se utilizé una columna cromatografica de gel de
silice con diferentes disolventes, algunos pasos de purificacion se llevaron a cabo por HPLC preparativa
de fase reversa utilizando la fase estacionaria C18, gel de silice o Sephadex LH-20 (Kim et al., 1999;
Hong et al., 2001; Lee et al., 1995, 2002; Estrada-Reyes et al., 2004). A la fecha, no se encontraron

estudios de este género en el desarrollo de técnicas mediante HPTLC.
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2.8 JUSTIFICACION

Si bien los avances en investigacion y posibles aplicaciones de la tilianina en la promocion de la salud y
la prevencion de enfermedades son alentadores, es necesario garantizar una fuente continua de material
vegetal para la extraccion de esta flavona. Dentro de las especies vegetales, Agastache mexicana es
reconocida como potencial fuente promisoria de tilianina, sin embargo, es bien conocido que la
produccién de metabolitos secundarios en las plantas esta estimulado por un ambiente estresante, y puede
variar sustancialmente durante las diferentes etapas de desarrollo. Debido a que, hasta la fecha, no se ha
dedicado ningun esfuerzo, al estudio de la variacién del contenido de tilianina y ni de los compuestos
apigenina, acacetina, acido ursélico y acido oleaandlico en plantas de A. mexicana, en este capitulo se
presenta el analisis quimico de plantas colectadas en campo en dos épocas diferentes: etapa vegetativa y

de floracion.

2.9. HIPOTESIS

La concentracion de tilianina y el contenido de apigenina, acacetina, cido ursélico y acido oleandlico en

A. mexicana presenta variaciones que dependen de la etapa de desarrollo en que la planta es colectada.

2.10 OBJETIVO GENERAL.

Determinar el contenido de tilianina y la presencia de otros compuestos bioactivos en plantas silvestres

de A. mexicana en etapas vegetativa y de floracién.

2.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

++ ldentificar por medio de HPTLC flavonoides y terpenos en extractos metandélicos de hoja, tallo,

raiz e inflorescencias en plantas colectadas en dos épocas diferentes del afio.

+«» Determinar el efecto de la etapa de desarrollo en el contenido de tilianina en las diferentes partes

de la planta.
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2.12 MATERIALES Y METODOS

2.12.1 Material vegetal y datos climatoldgicos del sitio de colecta

Para el desarrollo de esta tesis se colectaron plantas completas de A. mexicana en el municipio de
Tlalnepantla, Morelos, México (19° 06°6.65"" N y 98° 55°49.03"" O) a una altitud de 2823 m.s.n.m, en
los meses de julio y diciembre 2017. EI material fue identificado por el grupo de trabajo del Laboratorio
de Botanica Estructural del CEIB-UAEM y una muestra (N0.26.336 y No 35766) fue depositada en
Herbario HUMO del Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos, México.

Los datos climatolégicos se obtuvieron de las estaciones climatoldgicas del Parque Izta-popo ubicadas
en los limites del estado de México y Morelos en el afio 2017, estos datos se solicitaron a la Red de
mediciones y sistema de direccién técnica del Organismo de Cuenca Balsas. (CONAGUA Morelos,
2018).

2.12.2 Preparacion de extractos y estandares

Las plantas de A. mexicana fueron colocadas en un horno de conveccion Binder FD-115® a 35°C durante
72 horas, el material vegetal seco y molido fue sometido a una maceracion discontinua y progresiva con
hexano (CsH14), diclorometano (CH2Cl,) y metanol (CH3OH) durante 72 horas por cada disolvente. Cada
maceracion es filtrada y los extractos obtenidos fueron concentrados al vacio en un rotaevaporador (Buchi
Heating R-210®) a 40°C y 80 revoluciones por minuto (Hernandez-Abreu et al., 2009). El rendimiento
de los extractos se obtuvo a partir del peso seco del extracto y el peso seco total del material vegetal, se

calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:
% Rendimiento= (g Peso seco del extracto / g Peso seco total de material vegetal) x 100
El estandar de tilianina se preparo disolviendo 10 mg tilianina aislada de A. mexicana en 1 ml de metanol,

de igual forma para acacetina y apigenina. Los &cidos ursélico y oleandlico se prepararon a una

concentracion de 1 mg/ml. Los extractos de hoja, tallo, raiz y flor se prepararon en stocks de 5 mg / ml.
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2.12.4 Método de Identificacion por HPTLC

La cromatografia se realiz6 en placas de gel de silice 60 F254 (10 cm x 10 cm; espesor de 0,25 mm;
Merck®), en la placa fueron aplicados 3 ul (30 pg) de estos estandares usando el aplicador automatico
Linomat. CAMAG®. En el caso de la cuantificacion de tilianina las concentraciones utilizadas fueron de
10,20,40, 60, 80 y 100 pg.

Los extractos y los estandares se colocaron en forma de manchas en una placa de TLC de gel de silice
60F254 (Merck®, Darmstadt, Alemania). La placa se secé al aire y luego se desarrollo el proceso de
separacion utilizando el sistema de solvente diclorometano: metanol (95: 5 v/ v) como fase movil en una
camara de vidrio CAMAG® de doble canal previamente saturada con vapor de fase movil durante 20
min con el fin de observar los diferentes compuestos presentes en los extractos (terpenoides y
flavonoides). Para la cuantificacion de tilianina se utilizo el sistema de disolvente acetato de etilo: acido
formico: acido acético glacial: agua (100:11:11:26 v / v) como fase moévil. Después de desarrollar la
placa, se analiz6 con el Scanner 4 (CAMAG®, Suiza) a 254 y 366 nm mediante el software WinCATS®
4. El frente de retencion (Rf) se analizé de acuerdo a la distancia recorrida por el compuesto en la placa

en relacion a la distancia recorrida por el eluyente mediante la siguiente ecuacion:

Rf=X/'Y

Donde X= distancia recorrida por el compuesto mm

Y= distancia recorrida por el eluyente mm
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2.13 RESULTADOS

2.13.1 Obtencidn de extractos y rendimientos

En la Tabla 4 se muestra el rendimiento de los extractos de diferente polaridad obtenidos de plantas
colectadas en dos épocas del afio. Los mayores valores de rendimiento observados para todos los extractos
se presentan en los tejidos colectados en la etapa de floracion, con excepcion del extracto metanolico de
tallo de plantas en etapa vegetativa. Los extractos obtenidos a partir de las muestras de inflorescencias
fueron los que alcanzaron los maximos valores de rendimiento, para el extracto hexanico fue de 24.91%,

diclorometano el 20.96% y metandlico de 17.59%.

TABLA 4. Rendimiento de los extractos obtenidos a partir de plantas colectadas en etapa vegetativa y de floracion*

HOJA
VEGETATIVA FLORACION
Peso Rendimiento Peso Rendimiento
EXTRACTO @ (%) @ (%)
CeH,, 0.15 1.87 4.02 13.68
CH.CI, 0.23 2.89 0.34 1.15
MeOH 0.28 3.52 1.75 5.96
TALLO
VEGETATIVA FLORACION
Peso Rendimiento Peso Rendimiento
EXTRACTO ) (%) @ (%)
CeH,, 0.0379 1.00 0.48 1.48
CH,CI, 0.0566 1.49 2.52 7.82
MeOH 0.0948 2.49 0.54 1.69
RAIZ
VEGETATIVA FLORACION
Peso Rendimiento (%) Peso Rendimiento
EXTRACTO
(9) ()] (%)
CeHy, 0.0292 0.39 1.33 4.18
CH,CI, 0.0394 0.52 0.42 1.30
MeOH 0.0014 0.02 0.85 2.66
INFLORESCENCIA |
__ .
EXTRACTO P(Zsso Rendimiento (%)
CeHu 153 24.91
CH,CI, 1.29 20.96
MeOH 1.08 17.59

* La colecta de la etapa vegetativa y de floracién fue realizada en julio y diciembre del
2017, respectivamente.
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Los extractos metandlicos obtenidos de las inflorescencias, hojas, tallos y raices de plantas silvestres
fueron de diferente coloracion (figura 4). El color se atribuye a la presencia de diferentes compuestos en

cada uno de ellos.

Figura 4. Material vegetal y extractos de A. mexicana. a) Planta en etapa vegetativa colectada en junio 2017; b)
tallos; c) hojas; d) raices; e) Planta en etapa floracion colectada en diciembre 2017; f) extractos metandlicos de
hoja, tallo, raiz y flor de plantas colectadas en campo.

2.13.2 Anélisis Cromatografico

El método por cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) resulté eficaz para la identificacion
de flavonas y terpenos presentes en los extractos metanolicos de A. mexicana, la fase mdvil compuesta
de acetato de etilo: &cido férmico: acido acético glacial: agua (100:11:11:26 v / v) es altamente selectiva
no solo para tilianina sino también para acacetina y apigenina (Figura 5). En el caso de los terpenos, la
fase mavil con diclorometano: metanol (95: 5 v / v) nos permitio identificar a el acido ursélico y el acido
oleanolico (Figura 6). En la tabla 5 se presentan los valores de los Rf de los flavonoides y terpenos
identificados. La confirmacion de la identidad de estos compuestos se realizo a través de un analisis
espectral comparativo de los picos de la cromatografia de los estandares y extractos, a una longitud de
onda 254 y 366 nm (Figura 7).
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11 12
Figura 5. Cromatoplaca de HPTLC de los extractos metandlicos de diferentes partes de la planta silvestre de A.
mexicana. revelada con UV sin derivatizar 1-6) Tilianina a concentraciones de 10, 20,40, 60, 80 y 100 ug 7) HOJA
eVEGETATIVA 8) TALLO eVEGETATIVA 9) RAIZ eVEGETATIVA 10) HOJA eFLORACION 11) TALLO
eFLORACION  12) RAIZ eFLORACION 13) FLOR eFLORACION donde e=ETAPA

it Sl e C e e R 0 oty (R (el

Figura 6. Cromatoplaca de HPTLC de los extractos metanolicos de diferentes partes de la planta silvestre de A.
mexicana. derivatizada con sulfato sérico amoniacal. Fase movil diclorometano: metanol (95: 5 v/ v). En todos los
extractos se observa una banda similar que corresponde a los &cidos ursolico y oleandlico. 1) estandar tilianina 2)
acacetina 3) apigenina 4) quercetina 5) &cido ursélico 6) &cido oleandlico 7) HOJA eVEGETATIVA 8) TALLO
eVEGETATIVA 9) RAIZ eVEGETATIVA 10) HOJA eFLORACION 11) TALLO eFLORACION 12) RAIZ
eFLORACION 13) FLOR eFLORACION, donde e=ETAPA
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abla o. Valor ae en 10Ss compuestos activos 1aentiticados en A. mexicana
COMPUESTOS Valor Rf
ACTIVOS

Tilianina 0.728 £ 0.050

Acacetina 0.610 £ 0.020

Apigenina 0.762 £ 0.020

Acido oleandlico 0.901 + 0.020

Acido ursélico 0.890 + 0.030
1cmJ AU 5

: VN
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09 / \ 09
f \
08 f \j\ 08
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05 \\ 05
i

04 ‘.\" 04
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Figura 7. Espectros a 366 nm de los extractos metanolicos de hoja, tallo, raiz y flor de planta silvestre de
A. mexicana versus tilianina.
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La determinacion de la concentracion de los compuestos fenolicos y terpenos en diferentes partes de la
planta silvestre de A. mexicana produce un perfil similar de compuestos durante ambas etapas de
desarrollo, en las que se detectd la presencia de tilianina, acacetina, apigenina, acido ursélico y acido
olendlico en todas las partes de la planta (Figura 5 y 6). El maximo contenido de tilianina de 6.46 + 1.12
mg /g de peso seco se detecto en la etapa vegetativa y el minimo 1.72 + 0.10 mg /g de peso seco en la
raiz. Encontramos que esta especie acumula menos tilianina durante la etapa de floracién, en la cual las
hojas producen 0.67 + 0.11 mg de tilianina /g de peso seco de material vegetal. y la mayor acumulacién

se observo en las inflorescencias con 3.50 + 0.38 mg / g de peso seco (Tabla 5).

Tabla 6. Variacion en la presencia de compuesto bioactivos y contenido de tilianina en
la etapa vegetativa y de floracion.

Promedio Promedio de Contenido de
Etapa de L Compuestos tilianina
temperatura/  precipitacion/ Muestra ., .
desarrollo " . identificados (mg/g de Peso
mes mes Seco)
Hoja TN, AC, AP, AU, AO  6.46+1.12
o]
VEGETATIVA ?Jn?oi 280 C 0.059 mm Tallo TN, AC, AP, AU, AO 2.64+0.37
Raiz TN, AU, AO 1.72 £0.10
Flor TN, AC,AP,AU,AO 3.50+0.38
. Hoja TN, AC, AP, AU, AO  0.67+0.11
< 6.92+4.19 C
FLORACION i iembre 0.046 mm Tallo TN, AP, AU, AO 0.36 + 0.04
Raiz TN 0.58 + 0.05

TN: Tilianina, AC: acacetina, AP: apigenina, AU: acido ursélico, AO: acido oleandlico. *mes de colecta
en el municipio de Tlalnepantla, Morelos, México.

34



Capitulo Il ANALISIS DEL CONTENIDO DE TILIANINA.

2.13.3 Andlisis de los Datos climatoldgicos en las dos épocas de colecta

Los datos proporcionados por la CONAGUA indican un incremento de la humedad entre los meses de
mayo Y agosto del 2017, alcanzando un promedio maximo en el mes de mayo con 0.70 mm de lluvia.

Las precipitaciones fueron minimas entre octubre y diciembre (Grafico 1)

PRECIPITACION PLUVIAL 2017

0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
040
0.30
0.20
0.10
0.00

mm=1L/m2

Grafica 1. Datos de precipitacion anual durante el 2017, donde Julio* (etapa vegetativa) y Diciembre*
(etapa de floracion) son las épocas de colecta de plantas silvestres de A. mexicana.
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2.14 DISCUSION DEL CAPITULO II

Muchas plantas medicinales son ricas en metabolitos secundarios que pueden ser subdivididos en varios
grupos dependiendo de su estructura  quimica vy propiedades  funcionales:
carotenoides y clorofilas, glucosinolatos, terpenos, compuestos fendlicos (polifenoles), &cido fitico,
fitoestrogenos, fitoesteroles, inhibidores de la proteasa, saponinas, y compuestos azufrados (Neugart et
al. 2018). La composicion del contenido quimico de las plantas varia sustancialmente durante las etapas
de desarrollo (Cirak et al. 2007). Varios son los factores que influyen en la produccién y concentracion
de los metabolitos secundarios, estos incluyen 1) las condiciones ecoldgicas del habitat, principalmente
los factores climaticos y edéficos, que controlan la fisiologia y el metabolismo de la planta, asi como, las
interacciones biologicas intrerespecificas; y 2) las variaciones geogréaficas y genéticas (Berini et al. 2018;
Mehalaine y Chenchouni 2019). Es por ello que, a lo largo de las ultimas décadas, han incrementado las
investigaciones sobre la variacion de los metabolitos secundarios a través de la ontogenia de diversas
plantas. En el presente estudio se detecto la produccion de tilianina, apigenina, acacetina, acido ursélico
y acido oleandlico, tanto en la etapa vegetativa como de floracion de A. mexicana. Sin embargo, algunos
compuestos como el acido ursolico y el acido oleandlico no fueron detectados en las raices de las plantas
en floracion. Esto puede ser debido a la baja tasa de biosintesis en la raiz durante la etapa de floracion,
que puede deberse a la inactivaciéon parcial de las enzimas necesarias para la biosintesis de estos
compuestos. De hecho, en estudios anteriores realizados en la familia Lamiaceae, Chen et al. (2003)
reportaron que las concentraciones de &cido ursolico y acido rosmarinico aumentaron durante el
desarrollo de la planta y alcanzaron sus maximos durante la etapa de floracion. Igualmente, se observo la
mayor concentracion de estos compuestos en las flores de Prunus vulgaris, Hypericum pruinatum y
Boerhavia diffusa (Chen et al. 2012).

La produccion de tilianina depende de la seleccion del material vegetal, por lo tanto, es importante
conocer el tiempo de cosecha para asegurar la homogeneidad de la materia prima, y asi, cubrir con los
requerimientos esenciales de seguridad y eficacia para la generacién de productos médicos o cosméticos.
En A. mexicana los valores maximos de tilianina (6.46 = 1.12 mg/ g PS) se presentaron en las hojas de
las plantas en etapa vegetativa, contrario a lo que se esperaba, ya que en la medicina tradicional las
inflorescencias son la parte de la planta més recurrida. Es posible que ademads de la etapa de desarrollo,
los cambio en la cantidad y periodicidad de las precipitaciones pluviales influyan en la concentracion de
la tilianina. En otras especies se ha observado esta tendencia, Berini et al., (2018) reportaron como la
precipitacion influye en la concentracion de glicésidos cianogénico en especies maderables.
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La diferencia en la produccidn de tilianina en las diversas partes de la planta sugiere que la sintesis esta
regulada de manera especifica por el tipo de tejido, asi como por los factores abiéticos a los que esta
sometida la planta, los cuales podria ser factores regulables en condiciones in vitro, lo que impulsa a la
implementacion de estrategias biotecnologicas como el cultivo de células y tejidos para la produccion de
tilianina y otros compuestos de manera controlada. Finalmente, la identificacion de los constituyentes de
la materia prima, ya sea plantas de campo o de cultivos in vitro se puede realizar mediante técnicas

cromatograficas como HPTLC, por su rapidez y mayor sensibilidad comparado con otros sistemas.
2.15 CONCLUSIONES DEL CAPITULO Il

Los extractos evaluados presentan similitud en los perfiles de los compuestos fenolicos y triterpenos
identificados en las partes aéreas de A. mexicana en etapa vegetativa y de floracion.

La etapa vegetativa podria ser elegida como el tiempo dptimo de cosecha de la materia prima, ya que en
ella se producen las mas altas concentraciones de tilianina, y se encuentran presentes los demas

compuestos bioactivos evaluados.
2.16 PERSPECTIVAS DEL CAPITULO Il

Para el desarrollo de fitomedicamentos o extractos estandarizados a base de A. mexicana es necesario, un
estudio mas detallado de la variacion de la composicidn y concentracion de los compuestos, durante todas

sus etapas fenoldgicas, que garanticen la calidad de la materia prima.
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Produccion y acumulacion de tilianina una flavona con actividad vasorrelajante,
en plantas silvestres y cultivos in vitro de Agastache mexicana.

CAPITULO 111

CULTIVOS IN VITRO DE A. mexicana, UNA ALTERNATIVA BIOTECNOLOGICA
PARA LA PRODUCCION DE TILIANINA A PARTIR CULTIVOS DIFERENCIADOS E
INDIFERENCIADOS.

3.1. Introduccioén

Una excelente alternativa para la produccion a gran escala de compuestos bioactivos es mediante el
cultivo de tejidos vegetales, ofrecen una forma efectiva de aprovechamiento sostenible y como
estrategia de conservacion de las plantas medicinales (Xing et al., 2018; Khan y Bibi, 2012; Rout et
al., 2000). Este enfoque proporciona varias ventajas en la produccién de compuestos con actividad
farmacoldgica entre las que destacan: poca o nula variacion estacional, rendimientos mas elevados,
un menor tiempo de produccion y la conservacion de la especie (Sarkate et al., 2017). Ademas, la
biomasa in vitro podria ser una mejor fuente de flavonas que las plantas cultivadas o colectadas en
el campo (Kwiecien et al., 2018).

Las auxinas y citocininas son reguladores del crecimiento de las plantas (PGR) que juegan un papel
importante en el proceso morfogénico de los cultivos in vitro. Los PGR promueven diferentes
respuestas fisioldgicas y bioquimicas, que conducen a la produccién de tejido (como callos),
organos (como brotes) o plantas enteras. Las alteraciones en el tipo y concentracion de auxinas o
citocininas, asi como la relacion auxina / citocinina, tienen fuertes efectos sobre el proceso
morfogénico y la produccion metabdlica (Amoo y Van Staden 2013, Pourebad et al., 2015) debido
al contenido enddgeno y la biodisponibilidad de los PGR, la edad fisiol6gica del explante, asi como
la especie de estudio (Martin et al., 2015). A la fecha, varios informes confirman la influencia de
las auxinas como el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y las citocininas como la 6-
benzoaminopurina BAP en la produccion de metabolitos secundarios in vitro (Tepe et al., 2007;
Masaumain et al., 2011; de Sousa-Machado et al., 2018). Sin embargo, pocos estudios han
determinado el efecto de los reguladores en la produccion de compuestos activos en el género
Agastache (Lee et al., 2008).
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A. mexicana por su uso en la medicina tradicional y sus propiedades farmacoldgicas, es un candidato
idéneo para la obtencion de flavonas como tilianina (Hernandez-Abreu et al., 2009) sin embargo no
habian sido objeto de estudios biotecnoldgicos debido a que solo se reportan algunas especies como
A. rugosa y A. foeniculum, los cuales centraron su estudio en el desarrollo de protocolos de
micropropagacion y la biosintesis de compuestos volatiles en células y tejidos (Kim et al., 2013;
Moharami et al., 2014). Hasta ahora no se habia encontrado un sistema de produccion de tilianina
con una calidad intrinseca, pues el insuficiente suministro de material vegetal, la variacion
estacional y diversos factores ambientales no permiten la homogenizacion del producto y en un
futuro la comercializacion de este compuesto.

El objetivo de este trabajo fue investigar la produccion de tilianina en los procesos morfogénicos de
los cultivos in vitro (callos, células, raices, brotes y plantulas completas) de A. mexicana,
comparandolas contra la produccion en plantas silvestres, donde los resultados del proceso
morfogénico constituyen una alternativa promisoria en la producciéon de tilianina y otros

compuestos bioactivos.
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3.2. Hipotesis
El proceso morfogeénico de los cultivos in vitro de A. mexicana es promovido por las auxinas 2,4-
D, ANA vy las citocinina BAP y KN, estos reguladores de crecimiento favorecen la callogénesis, y

organogénesis de brotes y raices adventicias.

El contenido de tilianina depende de los reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, igual

que del grado de diferenciacion celular o tisular del material vegetal.

3.3. Objetivos

3.3.1 Objetivo General

Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento en la callogénesis y organogénesis de brotes
y raices adventicias de A. mexicana. Asi como, en la produccién de tilianina en los cultivos in vitro
generados.

3.3.2 Objetivos especificos

3.4.2.1 Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento 2,4-D,

ANA, KIN y BAP en la generacion de callos, células y raices de cultivos in vitro de A. mexicana.

3.4.2.2 Comparar la produccién de tilianina en callos, células, raices y plantas generadas in vitro
mediante cromatografia liquida de alta resolucion versus plantas de A. mexicana colectadas en

campo.



3.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
El desarrollo experimental de este trabajo se presenta en el siguiente diagrama de la figura 1.
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Obtencion de extractos
(Planta silvestre,
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Cuantificacion de
tilianina por CLAR
Método validado.

Figura 1. Estrategia metodoldgica para el desarrollo del presente trabajo.
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3.5. MATERIALES Y METODOS

3.5.1 Material vegetal

de tithanma

Se colectaron plantas completas de A. mexicana en el municipio de Tlalnepantla Morelos, México
(19° 06"6.65"" N y 98° 55°49.03"" O) a una altitud de 2823 m.s.n.m, en los meses de junio y
diciembre 2017. EI material fue identificado por el grupo de trabajo del Laboratorio de Botanica
Estructural del CEIB-UAEM y una muestra (N0.26.336 y No 35766) fue depositado en Herbario

HUMO del Centro de Investigacién en Biodiversidad y Conservacion de la Universidad Autonoma

del Estado de Morelos, México.
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3.5.2 Medios de cultivo

A continuacion, se describen los medios de cultivos utilizados para la germinacion y
micropropagacion in vitro de A. mexicana. Todos los medios fueron ajustados a un pH de 5.7 £ 0.1
y se sometieron a un proceso de esterilizacion en autoclave por 21 minutos a 121°C (1kg/cm de

presion).

Medio AA
Agar Agua al 3%, para su preparacion se usé agar bacteriologico BIOXON® y agua destilada.

Medio MSO

Medio de cultivo basal MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con 30 g/L de sacarosa, myo-
inositol (0.1g/L), 1.06g/L de 2-N-Morfolino &cido etanosulfénico sal hemisodio (MES) como
amortiguador y Polivinilpirrolidina (PVVP) como antioxidante. Se agregd 3g/L de Phytagel® (Sigma)

como gelificante.

Medio MS75
Medio basal MSO modificado al 75% de sus macro y micronutrientes, complementado con 30 g/L

sacarosa como fuente de carbono y 3g/L de Phytagel® (Sigma).

3.5.3 Germinacion y obtencion de plantulas axenicas

Para los ensayos de germinacion se seleccionaron semillas de color café oscuro. Previo al proceso
de desinfeccion, un grupo de 200 semillas fueron escarificadas con la ayuda de una lija del nimero
00. La desinfeccidn se realiz6 siguiendo el procedimiento presentado en la figura 2.

Para la desinfeccion de semillas se siguid el procedimiento presentado en la figura 2.
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Semillas de a) Lavado de semillas b) Tratamiento
Agastache mexicana = con agua destiladaestéril [==»  conetanol =—>| c)enjuague
20 minutos 70%
‘ ; e) Enjuague d) Tratamiento con
f) siembra 3 veces < hipoclorito de
sodio 6%

Figura 2. Proceso para la desinfeccion de semillas de A. mexicana.

Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro de una campana de flujo laminar marca VECO®. Para
la germinacion se utilizaron semillas desinfectadas escarificadas y no escarificadas las cuales fueron
colocadas en cajas Petri que contenian 20 ml del medio AA, se colocaron 10 semillas por cada caja,
utilizandose un total de 200 semillas escarificadas y 200 semillas no escarificadas. Estas semillas se
mantuvieron bajo condiciones controladas de cultivo (25°C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
oscuridad) durante 31 dias. La germinacién se registré diariamente teniendo como criterio la
emergencia de la radicula. Se determing el porcentaje de germinacidn, asi como las diferencias entre

medias de las semillas escarificadas y no escarificadas (ANOVA).
3.5.4 Efecto de los reguladores de crecimiento 2,4-D y BAP en el desarrollo morfogénico

Explantes de hojas y segmentos nodales se seleccionaron de plantulas de 4 semanas de edad. Los
explantes se cultivaron en medio MSO0 adicionado con diferentes concentraciones de 2,4D y BAP,
mas un control (tabla 1). EIl ensayo se mantuvo en condiciones de fotoperiodo (16/8h) a 25°C por
4 semanas. Al finalizar esta etapa se evalu6 la induccion de callos y brotes a partir de los explantes.
Para la callogénesis se determind la textura, color, peso fresco y seco del callo por tratamiento. En
el proceso de organogénesis se establecié el niUmero de brotes por explante, nimero de hojas,

longitud, peso fresco y peso seco del brote.
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Para cada tratamiento se utilizan 3 frascos tipo “gerber” con medio de cultivo y 3 explantes como
unidad experimental. EI ensayo fue completamente al azar con una factorial de 2 x 8 niveles
(concentraciones) producto de dos tipos de explantes y 16 combinaciones hormonales mas 1 control
negativo (tabla 2). Los resultados se evaluaron de acuerdo a un ANOVA factorial y posteriormente
con el método de Tuckey empleando el software Statistics V10.

Tabla 1. Tratamientos con las diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento 2,4-D y BAP
en medio MSO para la induccion de brotes en explantes de segmentos nodales y hoja de A. mexicana.

Tratamiento Reguladores de crecimiento
vegetal (mg/l)
2,4D BAP
MO 0 0
M1 0 0.1
M2 0.1 0.1
M3 0.3 0.1
M4 1 0.1
M5 0 0.5
M6 0.1 0.5
M7 0.3 0.5
M8 1 0.5
M9 0 1
M10 0.1 1
M11 0.3 1
M12 1 1
M13 0 15
M14 0.1 15
M15 0.3 15

M16 1 15
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3.5.5 Endurecimiento y aclimatizacion de plantulas obtenidas in vitro

Las plantas generadas, fueron transferidas a medio MS75 sin reguladores de crecimiento y estos
cultivos durante 4 semanas se mantuvieron bajo las condiciones controladas ya descritas. Cuando
las plantulas alcanzaron los 6 cm de altura, fueron trasferidas a frascos grandes (10 cm de altura por
3 cm de diametro) que contenia 20 ml de medio MS75, y se mantuvieron en iguales condiciones de

cultivo durante 12 semanas.

Después de este tiempo las plantas fueron transferidas a frascos mas grandes que contenian una
mezcla fina de sustrato comercial estéril Sunshine® (70-80% de turba canadiense Esfagnacea,
vermiculita, piedra caliza yeso y agente humectante). Los frascos se taparon con plastico
“kleenpack” durante una semana, posteriormente se cambid el plastico y se colocd una bolsa de
polietileno transparente teniendo cuidado de mantener himedo el interior de la bolsa. Después de 1
semana se retird la bolsa de plastico y las plantulas continuaron en el cuarto de cultivo 1 semana
adicional. Posteriormente fueron transferidas a una maceta (10 cm de diametro por 7.5 cm de altura)
que contenia tierra estéril. Estas plantas se trasladaron al invernadero bajo condiciones controladas
de temperatura (27 £ 2°C), pared himeda y riego por aspersion a una intensidad luminosa de 100
Lux (intensidad de luz de invernadero).

3.5.6 Callogénesis

Para la induccion de callo se utilizaron explantes de hoja (8-10 mm) de plantulas de 4 semanas, que
se colocaron en frascos tipo “gerber” con medio MSO que contenia 2,4-D y KIN (6-furfuril amino
purina) en diferentes combinaciones (Tabla 2). Como control se colocaron frascos con explantes
sin RCV.

Para cada tratamiento se utilizan 3 frascos tipo “gerber” con medio de cultivo y 3 explantes como
unidad experimental. Todos los frascos se mantuvieron en cuarto de cultivo a 25°C en fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Para evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento se
registrd la respuesta morfogeénica, textura de callo, asi como peso fresco (PF) y peso seco (PS)
obtenido a las 4 semanas de cultivo. El ensayo fue completamente al azar producto de 12
combinaciones hormonales mas 1 control negativo (tabla 1). Los resultados se evaluaron de acuerdo

a un ANOVA vy posteriormente con el método de Tuckey empleando el software Statistics V10.
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Tabla 2. Tratamientos con las diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento 2,4-D y KIN en

medio MSO para la induccidn de callos en explantes de hoja de plantulas de cultivo in vitro A. mexicana.

Tratamientos RCV (mg/l)
2,4D KIN
MO 0 0
M1 1 0.1
M2 15 0.1
M3 2 0.1
M4 1 0.2
M5 15 0.2
M6 2 0.2
M7 1 0.3
M8 15 0.3
M9 2 0.3
M10 1 0.5
M11 1.5 0.5
M12 2 0.5

3.5.7 Establecimiento de Cultivos de Células en Suspension

El cultivo de células en suspension de A. mexicana fue iniciado colocando 1 g de callos friables, en
50 ml de medio liquido MSO0 contenido en matraces Erlenmeyer con deflectores de 250 ml. El cultivo
fue incubado en un agitador orbital (LabTech Mod. LSI-1005R) a 110 rpm y 25 °C durante 4
semanas, en agitacion constante en obscuridad, con el fin de disgregar los callos y multiplicar las

células libres.
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Se evaluo el desarrollo de las suspensiones celulares registrando disgregacion del callo y crecimiento
durante el establecimiento de las suspensiones. La biomasa celular se filtr6 en condiciones de
esterilidad cada 3 semanas y fue subcultivada en medio liqguido MSO nuevo bajo las mismas

condiciones de cultivo.

3.5.7.1 Seleccion de lineas celulares

Con el fin establecer un cultivo celular homogéneo las células en suspension fueron filtradas,
seleccionadas y resembradas en 4 frascos con medio MSO semisolido. Después 3 semanas se
generaron callos friables, estos fueron cultivados en medio MSO liquido, de los cuales derivaron las
4 primeras lineas y mediante la técnica de pipeteo (Mustafa et al; 2011) fueron inoculados matraces
de 250 ml que contenian 50 ml de medio liquido nuevo, de los cuales se obtuvieron nuevas lineas
celulares. Este procedimiento se repitié durante 8 semanas para obtener una cantidad adecuada de

biomasa que nos permitid desarrollar las cinéticas de crecimiento.

3.5.7.2 Cinéticas de crecimiento

La cinética de crecimiento fue tipo lote (n=3), en donde los parametros cinéticos de crecimiento
determinados fueron: 1) La velocidad especifica de crecimiento (1) fue calculada a través del
logaritmo de los pesos secos de las biomasas determinadas durante la fase exponencial de
crecimiento. 2) El tiempo de duplicacién (td) que se determind mediante la ecuacién td=In2/p y 3)
El indice de crecimiento que se obtiene calculando la biomasa méxima obtenida menos el in6culo
entre el indculo. Los parametros de medicidn se realizaron mediante el registro del peso fresco (PF)
y peso seco (PS) (Kieran et al 1997, Muhlbac, 1998; Nicasio et al., 2012), cada 3 dias durante 45 dias
(15 puntos).

3.5.7.3 Determinacion de PF y PS

Las células en suspension de cada matraz fueron filtradas al vacio en embudo Buchner (sobre papel
filtro Whatman No 1). La biomasa recuperada se lavé con agua destilada estéril para eliminar los
residuos del medio; después se determiné el PF, la biomasa obtenida fue colocada en una estufa de
secado y conveccién (Binder modelo FED 115-UL) a 35°C durante 72 horas y se determind el PS.

El medio filtrado se recupero6 para medir los parametros de pH y consumo de la fuente de carbono
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mediante la técnica de fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Con la biomasa seca se realizaron

extractos que se utilizaron para identificar y cuantificar el contenido de tilianina.

3.5.7.4 Determinacion del pH

La determinacién del pH en las suspensiones celulares fue registrada con un potenciémetro estandar
calibrado con amortiguadores de referencia (pH 4 y 7), directamente en el medio posterior al filtrado
celular. Los valores fueron promediados aritméticamente y se calcul6 la desviacion estandar de los

datos.

3.5.7.5 Determinacion del consumo de la fuente de Carbono

La concentracion de azucares totales en los sobrenadantes de los medios de cultivo se determind
utilizando la técnica de Fenol-Sulfarico (Dubois et al., 1956). En tubos de ensayo de 10 ml donde
se colocaron 990 pl de agua y 10 ul de muestra, posteriormente se adicionaron 200 pl de fenol al
5%, y para generar la reaccion se le adicioné 1 ml de acido sulfdrico concentrado. Debido a que la
reaccion es exotérmica se debe dejar enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Para
determinar la concentracion de azucares en las muestras se generd una curva con concentraciones
conocidas de sacarosa partiendo de una concentracion de 10 mM hasta 2.5 mM y se midio la
absorbancia mediante un espectrofotometro marca (Genesys 10s UV-VIS) a 490 nm. El analisis se

realizé por triplicado para cada muestra a lo largo de la cinética y los datos se calcularon por medio

*@G , .
Im™2)D Dénde: am= absorbancia de la muestra, G= gramos de glucosa

ac

de la siguiente ecuacion: (

control, ac= absorbancia del control y D= Dilucion de la muestra utilizada.

3.5.7.6 Determinacion de Viabilidad celular

Durante el establecimiento de las suspensiones celulares se determind la viabilidad celular mediante
dos técnicas, la técnica de diacetato de fluoresceina (FDA) (Wildholm, 1972) y el método de Smith
et al., (1990) el cual utiliza azul de Evans.

Para la tecnica de FDA, se prepara el reactivo (5 mg de FDA / 1 ml de acetona almacenada a 4°C)
y se toman 100 ul del stock de FDA que se adicionan a 5 ml de agua destilada.
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De esta dilucidn se toman 50 ul y se mezcla con 50 pl de suspension celular (v/v), se deja reposar
durante 60 segundos, se homogeéniza y se toman 100 ul colocdndose sobre un portaobjetos limpio,
se observa en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super high pressure mercury
lamp, Modelo HB-10103AF) con el objetivo 10x. Esta técnica solo se utiliz6 para confirmar la
supervivencia de las células (cualitativa).

El método de Smith se realiz6 tomando una muestra de 500 pl de las suspensiones celulares mas el
colorante azul de Evans al 2% (p/v) en una proporcion 1:1, se mezcla suavemente y se deja
reaccionar durante 3 minutos. Se toman 100 ul de la muestra y se colocan sobre un portaobjetos mas
cubreobjeto evitando la formacion de burbujas, se observa al microscopio éptico con el objetivo
10X, se toman las fotos y se analizan_mediante el programa “Image J”” (Collins, 2007). Las células
viables son de color blanco y las células no viables son tefiidos de azul, se contabilizan y el
porcentaje de viabilidad es el resultado del nimero de células viables entre el nimero total de células
por 100.

Viabilidad celular = (n° de células viables/ n° total de células) x 100

3.5.8 Induccion de raices adventicias

El cultivo de raices adventicias de A. mexicana, fue iniciado mediante dos metodologias, una directa
generada a partir a raices de plantula crecida en condiciones in vitro y otra indirecta que se genero

a partir de callos rizogénicos iniciados de explantes de hoja.

La linea I se obtuvo de raices aisladas de callos rizogénicos generados a partir de explantes de hoja,
que se colocaron en medio MSO0 adicionado con diferentes combinaciones de ANA y KIN (Tabla
3), mas un control negativo. Para cada tratamiento se utilizan 3 explantes por frasco tipo “gerber”
con sus 3 repeticiones. Los cultivos se mantuvieron durante cuatro semanas, en un cuarto a 25°C,
con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. En la evaluacion y registro se consideré la
respuesta morfogénica, peso fresco (PF) y peso seco (PS). El ensayo fue completamente al azar,
producto de 8 combinaciones hormonales mas un control negativo (tabla 3). Las raices fueron
subcultivadas cada 3 semanas transfiriendo 1 g de peso fresco a medio nuevo, la composicion del

medio corresponde al tratamiento que dio origen al callo rizogénico.
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La biomasa seca y el medio de cultivo fueron analizados para identificar y cuantificar el contenido
de tilianina. Los resultados se evaluaron de acuerdo a un ANOVA y posteriormente con el método

de Tuckey empleando el software Statistics V10.

Tabla 3. Tratamientos con las diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento ANA y KIN en
medio MSO para la induccion de raices en explantes de hoja de plantulas de cultivo in vitro A. mexicana.

Tratamientos RCV (mg/l)
ANA KIN

MO 0 0
M1 05 0

M2 2.0 0

M3 0 0.1
M4 0.5 0.1
M5 2.0 0.1
M6 0 0.5
M7 05 05
M8 2.0 0.5

La linea 11 se generd de explantes de raices de plantulas germinadas in vitro, las cuales se colocaron
en medio liquido MSO adicionado con 2 mg/L de la auxina ANA. Se generaron cultivos en
condiciones de obscuridad, incubados en un agitador orbital (LabTech Mod. LSI-1005R) a 110 rpm
durante 4 semanas. Posteriormente se realizaron subcultivos cada 3 semanas bajo las mismas

condiciones. En este caso solo se determind el peso fresco (PF) y peso seco (PS) en cada subcultivo.
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3.6 Preparacion de extractos

La biomasa obtenidad de callos, células, raices adventicias y plantulas fueron colocadas en un horno
de conveccion Binder FD-115® a 35°C durante 72 horas, el material seco y molido fue sometido a
una maceracion discontinua y progresiva con tres tipos de disolventes como son: hexano (CsH14),
diclorometano (CH2Cl,) y metanol (CH3OH) durante 72 horas por cada disolvente. Posteriormente
cada maceracion es filtrada y los extractos obtenidos fueron concentrados al vacio en un
rotaevaporador (Buchi Heating R-210®) a 40° C y 80 revoluciones por minuto (Hernandez-Abreu
et al., 2009).

3.7 Cuantificacion de tilianina por HPLC

La tilianina que se obtuvo en los extractos metandlicos de callos, células, raices adventicias y
plantulas se cuantifico mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion. Los
experimentos se llevan a cabo en un equipo de la Serie de PerkinElmer Sistema 200®, con un
detector UV-VIS, una columna Zorbax C18 de 4,6 mm x 250 mm Agilent® y el software Total
Chrom® para la obtencién de datos. La fase mdvil consiste en metanol-agua en una proporcién
61:39 (v/v) a un flujo de 0.7 ml/min, una longitud de onda de 260 nm. Como estandar se utiliza
tilianina aislada de A. mexicana la cual fue obtenida por precipitacion del extracto metandlico
adicionando acetato de etilo, la pureza (>95%) fue confirmada previamente mediante NMR *C
(Hernandez-Abreu et al., 2009). Para el establecimiento de la curva de calibracion, se prepararon
diferentes concentraciones de tilianina (5, 10, 20, 30, 50 y 75 pg/mL) con el fin de evaluar la
selectividad en las muestras (Hernandez-Abreu et al., 2011). La inyeccion se realiza con un loop de

20 pL. Se determinaron las areas de los picos a una longitud de onda de 260 nm.

3.8 Analisis mediante HPTLC
Con el fin de analizar una mayor cantidad de muestras en un corto tiempo se utilizo HPTLC bajo
las mismas condiciones mencionadas en el capitulo Il en este caso solo se anexaron los extractos de

los cultivos in vitro: plantulas, callos, celulas y raices a concentraciones de 5 mg/ml.
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3.9 RESULTADOS Y DISCUSION

3.9.1 GERMINACION Y LA OBTENCION DE PLANTAS AXENICAS

A continuacion, se presentan las caracteristicas de las semillas colectadas de A. mexicana: semillas
de coloracion café claro a oscuro, en forma elipsoidal a ovoide de 1.5 a 2.0 mm de largo (Figura 3);
la semilla se encuentra dentro del fruto denominado esquizocarpo, el cual esta rodeado de un céliz

persistente, formado por una ndcula seca con tricomas en el apice.

Figura 3. Semillas de plantas silvestres de A. mexicana. a) b)y c) Frutos de forma ovalada que miden 1.5 mm. d) y e)
semilla sin esquizocarpo. Microfotografias: Elizabeth Hernandez 2017.

El porcentaje de germinacion que se obtuvo de las semillas de A. mexicana fue del 69% para las
escarificadas y del 50% para las no escarificadas. El registro durante 31 dias de observacion, muestra
que a los 9 dias inicia la germinacion y termina entre los 15 a 21 dias. En la figura 4 se observa en
la semilla aparicion de la radicula y las inflorescencias generadas postrior a 24 semanas. El ANOVA

de una via no mostro diferencias significativas en los dos tratamientos.
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Figura 4. Germinacion de plantulas de A mexicana. a) semillas sembradas en agar al 3% b)
Emergencia radicular entre el 5 y 6° dia, microfotografia 100X c) Plantas completas con 12 a 14 cm

de altura d y e) Plantas completas posterior a 24 semanas de cultivo las cuales presentaron

inflorescencias.
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3.9.2 EFECTO DE LOS REGULADORES EN LA INDUCCION DE CALLOS Y
REGENERACION DE BROTES PARA LA MICROPROPAGACION DE A. mexicana.

El efecto de 2,4-D y BAP en segmentos nodales y explantes de hojas derivados de plantulas in vitro
fue analizado, observandose una respuesta positiva en la formacion de callos y la proliferacion de

brotes.

Los explantes de hoja solo generaron callos y los explantes de segmentos nodales dan una respuesta
positiva al proceso de brotacion. En el control (explantes sin reguladores de crecimiento) no se
observa ninguna respuesta y su coloracion verde se torné marron a partir de la semana 3 del ensayo.
En explantes de hojas se genera un 90% de callo, donde predominan los callos de color verde oscuro
y de textura compacta cuando es utilizado BAP a concentraciones entre 0.1 a 1 mg/L, la textura
friable solo se presenta en la combinacién de 0.5 mg/L BAP y 1.5 mg/L 2,4-D. El efecto de los
reguladores en la induccion de callos y la proliferacion de brotes a partir de segmentos nodales se
presenta en la Tabla 4. En los segmentos nodales, se logré la formacion de callo en todos los
tratamientos después de dos semanas de incubacion, 66.7 a 100% de los explantes son capaces de
producir callo de coloracidn verde clara, principalmente con una textura compacta (Figura 5e). Para
la formacion de callos siempre se necesito la presencia de 2,4-D, en los tratamientos que solo tienen
BAP (M1, M5, M9 y M13) no hubo formacidn de callos, lo que sugiere que el explante no contiene

suficientes auxinas para desencadenar la callogénesis.
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Tabla 4. Efecto de las concentraciones de los reguladores de crecimiento en brotacion mediante
explantes de segmentos nodales de A. Mexicana cultivados durante 4 semanas en medio
Murashige y Skoog (1962).

Tratamient RCV (mg/l) Explantes de Segmentos nodales
0S
2,4 BA Respuesta Brotes Longit NUme Textu Col
D P morfogéni por ud de ro de re de or
ca explan brote hojas callo de
te (mm) Media call
Media +DE 0
+DE
MO 0 0 SR
M1 0 0.1 Brotes 0,67 1,89 4,00 £ SR SR
0,50 ¢ 0,14d 412 ¢
M2 0.1 0.1 Brotes/cal 1,78 = 5,56 £ 15,33 cC VvC
lo 0,83 b 0,44 c +12,3
7a
M3 0.3 0.1 Brotes 0,22 + 1,22 + 0,67 SR SR
0,44 d 0,24d 1l4le
M4 1 0.1 Brotes/cal 0,22 + 0,44 + 0,67 + cC VvC
lo 0,44d 0,09 e 1,32¢
M5 0 0.5 Brotes 2,33+ 8,56 + 18,44 SR SR
0,71a 155b +534
a
M6 0.1 0.5 Brotes/cal 0,89 + 2,22 + 6,22 + cC VvC
lo 0,33¢c 0,11d 291c
M7 0.3 0.5 Brotes/cal 0,33+ 0,78 + 1,11 + CC VC
lo 0,50 ¢ 0,12 e 2,03d
M8 1 0.5 Brotes/cal 0,89 + 2,28 + 2,00 £ cC VvC
lo 0,60c 0,12d 1,66d
M9 0 1 Brotes 0,11+ 0,33+ 0,44 + SR SR
0,33d 01le 1,33e
M10 0.1 1 Brotes/cal 2,11+ 12,89 + 12,89 CcC VO
lo 1,05a 0,31a +9,28
a
M11 0.3 1 Brotes/cal 1,00 + 1,33+ 2,89 + cC VO
lo 0,87b 0,13d 3,33d
M12 1 1 Brotes/cal 0,33+ 0,67 0,67 CcC VvC
lo 0,50d 0,10 e 1,00 e
M13 0] 15 Brotes 2,33+ 11,56 £ 15,22 SR SR
1,00 a 0,15a 12,2
Oa
M14 0.1 15 Brotes/cal 1,56 + 5,22 + 9,22 + FC VvC
lo 053 b 0,23 b 514 b
M15 0.3 15 Brotes/cal 0,89 + 2,22 + 1,78 = CcC VO
lo 0,33 ¢ 0,11d 0,67d
M16 1 15 Brotes/cal 0,22 + 0,56 + 0,44 + cC VO
lo 0,44d 0,11e 0,88 e

RCV: reguladores de crecimiento vegetal, PS: peso seco, V: verde, VO: verde oscuro, VC: verde claro, CO: café obscuro.
CC: compacto, FC: friable SR: sin respuesta; ND: no determinado. Los datos se expresan como la media + del error estandar
DE. La media del nimero de brotes seguido de las mismas letras dentro de una misma columna no es significativamente
diferente (p<0.05) segun la prueba no paramétrica Kruskal-Walis y Mann-Whitney. Los valores de brotacion generados son
significativamente diferentes del control usando un test de chi cuadrado.
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La aplicacién de auxinas permite la callogéenesis al acelerar la division celular, facilitando el
inicio y crecimiento del callo in vitro (Phua et al., 2018). El efecto de induccion de callos del
2,4-D puede atribuirse a su capacidad para elevar las auxinas endogenas (Sané et al., 2012) y
la hipermetilacion del ADN que conduce a células diferenciadas a la desdiferenciacion e
involucra la division celular (George et al., 2008). Ademas, los efectos de la auxina en el
explante concuerdan con informes previos en las especies relacionadas A. rugosa y A. anisata
(Kim et al., 2001; Xu et al., 2008; Kayani et al., 2013; Park et al., 2016). El desarrollo del
brote se observo a los 5 dias de cultivo en todos los tratamientos, el tratamiento con 0.5 mg /
L de BAP resultd ser el mas efectivo para la produccion de brotes y hojas, con un promedio
de 7 = 1.0 brotes/ explante y 18.44 + 5.34 hojas (Tabla 4).

Sin embargo, con el aumento de la concentracion de BAP, se inhibio el alargamiento del brote
y las hojas mostraron sintomas de hiperhidratacién (Figura 5c¢). Esto concuerda con lo
observado en las especies Lantana camara (Veraplakorn et al., 2016), Chlorophytum
borivilianum (Ashraf et al., 2014) y Oryza sativa (Meguro y Sato; 2014), donde la induccion
y la multiplicacion de los brotes es efectiva, siendo menos favorable en la elongacion. Se ha
demostrado que BAP induce retraso en el crecimiento e hiperhidricidad en muchas especies
en forma dependiente de la concentracion (Vinoth y Ravindhran 2015; Zribi et al., 2015).

La plantula con mayor longitud esta dada en los tratamientos que contienen 0.5, 1.0 y 1.5
mg/L de BAP y 0.1 mg/L de 2,4-D (Tabla 1), esta elongacion se ve favorecida ya que la
combinacidon de estos reguladores permite el crecimiento de los brotes. Como sucede en las
otras especies de lamiaceas el BAP favorece la formacion de brotes (Machado et al., 2011;
Al-Bakhit et al., 2007; Swamy et al., 2014). Esta citocinina, individualmente o en
combinacion con auxina, se uso con éxito para la regeneracion y multiplicacion de brotes en

A. rugosa (Zielinska et al., 2011) y A. foeniculum (Moharami et al., 2014).

3.9.3 Aclimatacién de plantulas generadas in vitro
Las plantulas enraizadas in vitro a partir de explantes nodales fueron transplantadas de manera
exitosa. Después de un periodo de 14 dias, estas se transfirieron a macetas en el invernadero

donde su crecimiento y desarrollo fue favorable e inclusive florecieron (Figura 5d).
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Aproximadamente el 33% de las plantulas enraizadas se establecieron con éxito en el suelo.

Figura 5. Ensayo de brotacion in vitro para la propagacién de A. mexicana, donde 2,4-D y BAP
ejercen una respuesta morfogénica a partir de explantes de hoja y segmentos nodales a) control b)
brotacion generada en la primer semana c) brotacion posterior a 2 semanas d) plantulas generadas
después de 4 semanas de cultivo e) callos y brotes f) Planta completa de A. mexicana generada a partir
de cultivo in vitro.
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3.9.4 Establecimiento de Cultivo de Células en Suspension

El cultivo de células en suspension se desarrolla a partir de callos, donde la caracteristica principal
es que sean friables (alta capacidad para disgregarse), se inoculan en un medio de cultivo liquido y
se colocan en agitacion. Es recomendable iniciar el cultivo con una densidad del inoculo alta y

seleccionando periédicamente los agregados mas pequefios hasta lograr una suspension homogénea.

En los callos, se considera que una linea es “estable”, cuando los pardmetros de crecimiento y
produccion de biomasa son reproducibles, es decir, presentan el mismo comportamiento a través del
tiempo (Kieran et al., 1997). Como sistema de produccion de compuestos bioactivos los cultivos de
células en suspension poseen ventajas frente a la planta completa como son: ciclos cortos de
produccidn, un ambiente controlado y la ausencia de contaminantes biéticos y abidticos (Havenith et
al., 2014).

Las combinaciones de los reguladores de crecimiento 2,4-D y KIN empleadas en este estudio
estimularon el desarrollo de callos en explantes de hoja obtenidos de plantulas de un mes de edad.
(Tabla 6). Los callos formados con 2,4-D y KIN después de cuatro semanas de cultivo presentaron
una coloracion de amarillo claro a una crema transldcida (Figura 6), la literatura nos dice que un callo
puede tener variedad de colores, aspectos y diferentes grados de compactacion entre otras
caracteristicas debido a que sus células estan en constante mitosis y no tienen diferenciacion, esto es

resultado de la respuesta a la estimulacion con auxinas y citocininas (Taiz & Zeiger, 2006).
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Tabla 4. Efecto de la combinacion de diferentes concentraciones de 2,4-D y KIN en la formacion de callos
a partir de explantes de hoja de plantulas de A. mexicana.

Tratamientos RCV (mg/l) Explantes de hoja
2,4-D KIN Respuesta Peso Fresco Peso Seco Texture de
morfogénica Media +DE Media +DE callo

MO 0 0 SR SR SR SR
M1 1 0.1 CALLO 1.9+1.45 0.889+0.98 CcC
M2 15 0.1 CALLO 2.5+0.57 0.6279+0.28 CcC
M3 2 0.1 CALLO 1.8+1.21 0.6681+1.60 cC
M4 1 0.2 CALLO 2.4+0.83 0.5509+1.25 CF
M5 15 0.2 CALLO 1.5+0.49 0.4081+0.62 cC
M6 2 0.2 CALLO 2.7+0.90 0.7565+0.55 CcC
M7 1 0.3 CALLO 1.1+1.11 0.394+0.99 CF
M8 1.5 0.3 CALLO 1.2+0.88 0.3923+1.30 CF
M9 2 0.3 CALLO 0.2+0.28 0.0895+1.67 CF
M10 1 0.5 CALLO 1.7+0.94 0.4028+0.34 cC
M11 15 0.5 CALLO 2.0£0.99 0.5403+0.48 cC
M12 2 0.5 CALLO 1.0+1.16 0.3274+0.87 CcC

RCV: reguladores de crecimiento vegetal, PS: peso seco. CC: compacto, FC: friable SR: sin respuesta; ND: no determinado. Los datos se expresan
como la media * del error estandar DE. La media del PF seguido de las mismas letras dentro de una misma columna no es significativamente diferente
(p<0.05) Tuckey. Los valores de PF y PS generados son significativamente diferentes del control usando un test de chi cuadrado

En los explantes sembrados en el medio MO (tratamiento control: medio MSO0 sin reguladores de
crecimiento) no se observé la formaciéon de callo, a partir de la primera semana de cultivo la
coloracion verde del explante se torné marron, y no se observé sefiales de crecimiento en las
siguientes semanas (Figura 5). La respuesta mas clara de los explantes al proceso de callogénesis fue
registrada entre la tercera y cuarta semana, similar a lo reportado en la especie A. rugosa (Kim et al.,
2001).

70



Produccion y acumulacion de tilianina una flavona con actividad vasorrelajante,
en plantas silvestres y cultivos in vitro de Agastache mexicana.

La formacion de callo compacto fue favorecida sobre la formacién de callo friable, generando
también otras respuestas como la formacion de brotes y raices, esta diversidad de respuestas puede
generarse debido a la aplicacion exdgena de auxinas y citocininas, sin embargo también es necesario
considerar las concentraciones endégenas que contiene nuestra especie de estudio, hay evidencias de
que los RCV vy el tipo de explante utilizados dirigen una respuesta organogénica positiva (Roca,
1991., Raven, 1992., Billiard, 1995; Morimoto et al., 1994, Santos-Gomez et al., 2003). Conceptos
sobre como las auxinas estan implicadas en el crecimiento y diferenciacion celular, o como afectan
la etapa de transcripcion (Versalita et al., 2009), son poco conocidos para nuestra especie de estudio,
sin embargo observamos que la formacion de callos friables para A. mexicana son favorecidas con la
auxina 2,4-D y la citocinina KIN, de las cuales se han documentado para especies de la familia de las
lamiaceas, pero no para A. mexicana (Georges et al., 1993, Raha et al., 2003, Fatima et al., 2009;
Xu et al., 2008).

El tratamiento que generd una mejor respuesta para la formacion de callo friable fue la combinacién
de 2,4-D a una concentracion de 1 mg/L con KIN a 0.3 mg/L (Tabla 6), la formacién de este callo
friable se observo entre el sexto y noveno dia de cultivo.

Los callos formados con los diferentes tratamientos se mantuvieron friables, al ser subcultivados cada
4 semanas en medio MSO0 adicionado con 2 mg/L de 2,4-D e incubados en condiciones de oscuridad
a 25°C.

Figura 6. Induccion de callos a partir de explantes de hoja de A. mexicana a) Plantula de 20 dias de A.
mexicana b) Explante de hoja dia 1 ¢) Formacién de callo dia 9 d) Callo formado en el dia 30.
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En la figura 6 se observan un matraz recién inoculado con callos friables (figura 6a) y las células
libres de forma isodiamétrica y en algunos campos pequefios agregados celulares, en general las
células no diferenciadas no se separan después de la division y forman agregados multicelulares
de diferente forma y tamafio (Meyer et al., 2002). Estos agregados en algunas especies son
empleados como estrategia para la sintesis y acumulacion de compuestos quimicos derivados del
metabolismo secundario en los cultivos in vitro, esta estrategia junto con otras como la seleccion
de lineas celulares, elicitacion y adicion de precursores son una alternativa para facilitar
bioprocesos in vitro (Trejo-Tapia et al., 2002). Los cultivos celulares crecieron hasta alcanzar
198.7+0.086 g/L de biomasa fresca en 15 dias sin embargo a los 18 dias se tornaron de color
café, indicando un posible proceso de fenolizacién y muerte similar a lo observado en cultivos
de A. rugosa (Kim et al., 2002).

3.9.4.1 Cineticas de crecimiento

La cinética de crecimiento de las suspensiones de A. mexicana se llevé a cabo durante un periodo
de 45 dias. La fase de adaptacion se realiza en los primeros 5 dias, posteriormente se inicia la fase
de crecimiento logaritmico donde se obtiene la biomasa méaxima a los 21 dias, a partir del dia 42
se observa una caida en el crecimiento celular (grafica 1), lo cual se debe a que cuando alcanza el
maximo numero de células se produce una lisis y muerte debido a la disminucion de los
constituyentes del medio. Este comportamiento es tipico para suspensiones celulares vegetales

(Karuppusamy et al., 2009).
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realizada en un periodo de 45 dias.

045
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20

Peso seco (mg)

0.15
0.10
0.05
0.00

Tiempo Peso Fresco Peso Fresco  Peso Seco Logl0 Peso Logl0 Peso
(Dias) (9) (mg) (mg) Fresco (g) Seco (mg)
0 1 1000£0.43 15.7+0.01 3.00 1.20
3 1.04 1040+0.18 32.940.02 3.02 1.52
6 131 1310+0.80 58.7+0.03 3.12 1.77
9 1.37 1370+1.25  71.5+0.0.06 3.14 1.85
12 1.42 1420+3.52 77.2+0.09 3.15 1.89
15 1.42 1420+2.37 80.3+0.06 3.15 1.90
18 1.49 1490+4.62 89.5+0.08 3.17 1.95
21 1.53 1530+1.98 91+0.0.10 3.18 1.96
24 1.77 1770+4.60 92.2+0.43 3.25 1.96
27 2.14 2140+2.20 130+0.20 3.33 2.11
30 2.24 2240+4.44 142+0.08 3.35 2.15
33 221 2210+1.97  146.8+0.10 3.34 2.17
36 2.12 2120+3.00  135.4+0.08 3.33 2.13
39 1.82 1820+4.25  118.8+0.11 3.26 2.07
42 1.64 1640+2.79  115.1+0.13 3.21 2.06
45 1.32 1320+1.25  103.4+0.14 3.12 2.01

Cultivo de celulas en suspension de A. mexicana
Biomasa
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (dias)

50

Tabla 5. Valores logaritmicos de PF y PS obtenidos de la cinética de suspensiones celulares de A. mexicana

Grafica 1. Células en suspension de A. mexicana. donde se observa el crecimiento celular, del dia 1 al 5 es

la fase de adaptacion, a partir del dia 5 las celulas se multiplican (fase crecimiento), la fase exponencial se

observa de los dias 20 al 30 y al dia 42 las celulas empiezan a morir.
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Figura 7. Suspensiones celulares de A. mexicana a) Suspensiones celulares iniciadas a partir de callo friable
de A. mexicana b) Callo friable que se obtuvo a partir de explantes de hoja c) Células en suspension a los
11 dias de cultivo posterior a la fase de establecimiento d y e) Fotomicrografia (10X) de suspensiones
celulares a los 4 dias de cultivo en donde se observan agregados celulares. f) Fotomicrografia (100X) de
célula de forma isodiametrica.

La viabilidad celular se evalud durante el establecimieto de los cultivos celulares empleando FDA,
este es un colorante no polar que atraviesa la membrana y es hidrolizado por las esterasas presentes
en la membrana célular produciendo fluorescencia, lo que permite identificar a las células viables
(Corkidi et al., 2008). Para determinar la viabilidad durante la cinética se utiliz6 Azul de Evans
(Loyola y Vazquez, 2006), este da una coloracion azul a las células inviables, porque logra entrar al
interior, las células viables se observan de color blanco (Figura 8c).
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En las cinéticas la viabilidad celular fue de un 88% a los 11dias de cultivo, disminuyendo a 42%

en el dia 21 dias a los 42 dias las células se lisan y mueren (Figura 8c).

Figura 8. Células en suspension de A. mexicana. a) Celulas a los 4 dias de cultivo, técnica de inclusion
con diacetato de fluoresceina, fotomicrografia (10X) ¢) Fotomicrografia (40X) de células de A. mexicana
a los 11 dias de cultivo, donde se observa la tincion de una célula viables (blanca) y una no viable (azul).
d) Células en suspension a los 21 dias de cultivo tefiidas con azul de Evans.

La biomasa méaxima se obtiene a los 21 dias, a partir del dia 42 se observa una caida en el
crecimiento celular, el medio se torné oscuro y la viabilidad celular decrece; este comportamiento

se dice es tipico para suspensiones celulares vegetales (Karuppusamy et al., 2009).
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La fuente de carbono (sacarosa) se mantiene 32 dias y posteriormente se observa una disminucion
de esta (Grafica 1) por lo que se determina que el consumo de la fuente de carbono esta en funcién
del crecimiento celular. El consumo total es de 59.53 % de los carbohidratos totales presentes en

el medio de cultivo.

Cultivos de células en suspension de A. mexicana
Consumo de CH (sacarosa)

35.00
30.00
25.00
20.00

15.00

Sacarosag/ L

10.00
5.00

0.00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (dias)

Grafica 2. Grafica del consumo de la fuente de carbono en la cinética de células en suspensién de A. mexicana durante
45 dias.
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Se sabe que los cultivos celulares pueden estresarse debido a factores de cambios en el pH,
temperatura e intensidad luminosa, liberando especies reactivas de oxigeno (ROS por reactive
oxygen species) y provocarles la muerte (Benavides et al., 2002). La opcidn para evitar este estrés
fue utilizar polivinilpirrolidina (PVP), lo que disminuyd la oxidacion y permitid la adaptacion al

medio de cultivo, como se observa en la grafica 5, en donde el pH se mantiene entre 4.65 y 5.50.

Cultivo de celulas en suspension de A. mexicana
pH

7.00
6.00
5.00

4.00

pH

3.00
2.00
1.00

0.00
0 10 20 30 40 50

Tiempo (Dias)

Grafica 3. Gréafica de pH en células en suspension de A. mexicana durante 45 dias.
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Los resultados de los parametros cinéticos se muestran en la tabla 6, en donde la biomasa
maxima se obtiene a los 21 dias, a partir del dia 42 se observa una caida en el crecimiento
celular, el medio se tornd oscuro y la viabilidad celular decrece; este comportamiento se dice
es tipico para suspensiones celulares vegetales (Karuppusamy et al., 2009). Los parametros
cinéticos de crecimiento estan dados en funcién de la biomasa maxima que fue de 146.8 mg
PS/L, el tiempo de duplicacion calculado es de 6.7 g/dia y la velocidad especifica de

crecimiento de 4.65 mg/min 0 6.7 g. d*.

Tabla 6. Parametros de la cinética de crecimiento de células en suspensién de A. mexicana.

Biomasa méxima Indice de Tiempo de i
(mg/L) crecimiento duplicacion (g/dia) Velocidad especifica de
crecimiento (mg/min)
146.8 0.85 6.7 4.65
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3.9.5 Cultivo de Raices Adventicias

La induccion de raices adventicias se ha realizado con éxito en muchas especies de plantas. Su

cultivo es un medio eficaz para la produccion de biomasa, debido a su rapida tasa de crecimiento y

produccién estable de metabolitos (Wu et al. 2006; Murthy et al. 2008), sin la necesidad de usar

transgenes como ocurre con los cultivos de raices pilosas o hairy roots.

Tabla 7. Efecto de los reguladores de crecimiento en la formacion de raices adventicias a partir de
explantes de hoja de plantulas de A. mexicana cultivados durante 4 semanas en medio MSO0.

Tratamiento Regulador de Respuesta  Peso Fresco* Peso Seco*
Crecimiento morfogénica g/L g/L
ANA  KIN
MO 0 0 SR ND ND
M1 0.5 0 Raiz adventicia 3.0 £5.13b 1.03+£1.8b
M2 2.0 0 Raiz adventicia 3.5 £ 6.05a 2.48 £5.4a
M3 0 0.1 SR
M4 0.5 0.1 Callo 0.9+1.09c 0.31+£0.091
M5 2.0 0.1 Raiz adventicia 3.0 £5.13b 1.03+3.1b
M6 0 0.5 SR
M7 0.5 0.5 Callo 3.0+513b 1.03+2.1b
M8 2.0 0.5 Callo 3.7+19a  0.63+0.22c

SR: sin respuesta; ND: no determinado. *Los datos se expresan como la media + del error estandar. La media del PF seguido

de las mismas letras dentro de una misma columna no es significativamente diferente (p<0.05) Tuckey. Los valores de PF y

PS generados son significativamente diferentes del control usando un test de chi cuadrado.
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Dos lineas de raices adventicias de A. mexicana fueron inducidas a partir de explantes de hoja y raices
de plantulas germinadas in vitro. Ambas lineas presentaron un rapido crecimiento logrando triplicar
su peso a los 15 dias de cultivo (1 a 3.2 £ 0.45 g de peso fresco). En la figura 9 observamos los
cultivos de raices adventicias vistas en microscopio estereoscépico (35X). Es necesario evaluar los
parametros cinéticos de estos cultivos con el fin de observar su comportamiento y hacerlo mas

eficiente.

Figura 9. Cultivo de dos lineas (LI y LII) de raices adventicias de plantulas de A. mexicana inducidas con
ANA a 2mg/ml a) Plantulas de A. mexicana y su raiz cultivadas en medio MS b) LIl de raices en medio MS
liquido ¢) LIl de raices a los 9 dias de cultivo d) LI de raices obtenidas de explantes de hoja a los 15 dias de
cultivo e) Cultivo de LIl los 25 dias de cultivo d) Raices adventicias cosechadas a los 30 dias de cultivo.
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3.9.6. IDENTIFICACION DE TILIANINA, ACIDO URSOLICO Y OLEANOLICO POR HPTLC

Mediante cromatografia en capa fina se observo que tilianina esta presente en plantas silvestre de A. mexicana
excepto en callos, células y raiz de los cultivos in vitro. Se observo que otros compuestos estan presentes como

es el caso del acido ursolico y acacetina (Figura 11).

RF:0.62 RF:0.61 :
% 2 | RF. 0.6
RF: 048

Figura 10. Cromatoplaca de HPTLC de los extractos metanélicos de diferentes partes de la planta silvestre
y cultivos in vitro de A. mexicana. revelada con UV sin derivatizar . 1) estandar tilianina 2) acacetina 3)
apigenina 4) quercetina 5) acido ursolico 6) acido oleandlico 7) HOJA eVEGETATIVA 8) TALLO
eVEGETATIVA 9) RAIZeVEGETATIVA 10) HOJA eFLORACION 11) TALLO eFLORACION 12)
RAIZ eFLORACION 13) FLOR eFLORACION 14) Plantula CV 15) Callos CV 16) Celulas de CV 17)
Raices adventicias CV 18) Extracto hidroalcoholico de partes aéreas de plantas silvestres. donde
e=ETAPA y CV= cultivo in vitro
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Figura 11. Cromatoplaca de HPTLC de los extractos metanolicos de diferentes partes de la planta silvestre
y cultivos in vitro de A. mexicana. derivatizada con sulfato sérico amoniacal. Fase movil diclorometano:
metanol (95: 5 v / v). En todos los extractos se observa una banda similar que corresponde a los acidos
ursélico y oleandlico. 1) estandar tilianina 2) acacetina 3) apigenina 4) quercetina 5) &cido ursolico 6) acido
oleandlico 7) HOJA eVEGETATIVA 8) TALLO eVEGETATIVA 9) RAIZeVEGETATIVA 10) HOJA
eFLORACION 11) TALLO eFLORACION  12) RAIZ eFLORACION 13) FLOR eFLORACION, 14)
Plantula CV 15) Callos CV 16) Celulas de CV 17) Raices adventicias CV 18) Extracto hidroalcoholico de
partes aéreas de plantas silvestres. donde e=ETAPA y CV= cultivo in vitro
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Figura 12. Densitometria de los extractos metanolicos de hoja, tallo, raiz y flor de planta silvestre
y cultivos in vitro de A. mexicana y tilianina en diferentes concentraciones (10, 20,40, 60, 80 y 100
Hg/ml)
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3.9.7 Produccidn de tilianina en callos, células, raices y brotes generados en los diferentes

tratamientos

Los callos y brotes obtenidos de los diferentes tratamientos son capaces de mantener la produccion

de tilianina. En brotes tilianina se produce a concentraciones que van desde 0.01+0.00 mg tilianina/g

mat vegetal seco hasta 4.45+0.01 mg tilianina/g mat vegetal seco. En el tratamiento con BAP a

concentracion de 0.1 mg/L la produccion de tilianina es menor (0.01+0.00 mg tilianina/g mat vegetal

seco), BAP a concentraciones de 0.5 mg/L genera 4.45+0.01 mg tilianina/g mat vegetal seco la

mayor produccion

Tabla 8. El efecto de los diferentes tratamientos y la acumulacion de tilianina (mg/g PS) en brotes de cultivo in
vitro de A. mexicana. Los datos se expresan la media + DE de 3 experimentos.

Extractos metanolicos de los

Tratamientos diferentes tratamientos mg tilianin/g PS
M 0.1 mg/L BAP 0.01+0.000
M2 0.1 mg/L BAP+ 0.1 mg/L 2.4-D 0.204+0.0037
M3 0.1 mg/L. BAP+ 0.3 mg/L 2.4-D 3.77+0.266
M 0.1 mg/L BAP+ 1 mg/L 2.4-D 0.34+0.0016

MS

M6

M7

M8

M9

MI10

M11

M12

M13

M1i4

M15

Mi16

0.5 mg/L. BAP

0.5 mg/LL. BAP+ 0.1 mg/L 2.4-D
0.5 mg/LL. BAP+ 0.3 mg/L 2.4-D
0.5 mg/L. BAP+ 1 mg/L 2.4-D
1.0 mg/L. BAP

1.0 mg/L. BAP+ 0.1 mg/L 2.4-D
1.0 mg/L. BAP+ 0.3 mg/L 2.4-D
1.0 mg/I. BAP+ 1 mg/L 2.4-D
1.5 mg/I. BAP

1.5 mg/l. BAP+ 0.1 mg/L 2.4-D
1.5 mg/l. BAP+ 0.3 mg/L 2.4-D
1.5 mg/l. BAP+ 1 mg/L 2.4-D

4.45+£0.0126
1.46+0.0046
1.73£0.0075
1.214+0.0042
1.91+0.0145
3.67£0.0152
0.47+0.0031
0.06+0.0011
2.35+0.0088
0.61+0.0045
0.51£0.0068
0.37+£0.0042
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3.9.8 Determinacion del contenido de tilianina

La concentracién de tilianina en callos y diferentes 6rganos in vitro de A. mexicana se determin0
mediante HPLC. El contenido de tilianina para los brotes de A. mexicana fue de 4.45+0.01 mg de
tilianina / g DW, en raices 13.35£0.11 mg de tilianina /g DW y en callo de 2.01 £0.06 mg de tilianina /
g DW. La diferencia en la produccion de tilianina entre cultivos in vitro diferenciados e indiferenciados
sugiere que la sintesis esta regulada de manera especifica por el tipo de tejido y la organogénesis podria
ser un factor regulador clave que estimula la produccion de tilianina in vitro. En los brotes producidos,
la aplicacién de 2,4-D y BAP afectd la acumulacion de tilianina (Tabla 3) y el contenido maés alto de
tilianina se obtuvo en 0.5 mg / L de BAP (4.45+£0.01 mg de tilianina / g DW). En muchas investigaciones
se observa que las auxinas pueden tener interacciones sinérgicas, antagonicas y aditivas con citocininas
en multiples niveles (Nordstrom et al., 2004), lo que sugiere una compleja red de interacciones de sefiales
involucradas en respuestas morfologicas y metabdlicas.

El contenido de tilianina en el género Agastache cultivadas en el campo ha sido previamente informado
por Tuan et al., 2012 alcanzando en A. rugosa 6.33 ug / g DW (0.00633 g / g DW) en flores, y de menor
concentracion en otros 6rganos de la planta silvestre 2.18 ng / g DW (0.00218 g / g DW) en hojas, 0.49
ug / g DW (0.0049 g / g DW) en tallos, y 0.14 ng / g DW (0.00014 g / g DW) en raices. A la fecha la
produccion mas representativa de tilianina es en nuestra especie de estudio A. Mexicana 8 mg / g DW
(Hernandez-Abreu et al., 2011) observandose que la presencia de este compuesto es mayor en los

cultivos diferenciados.
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tilianin 70 pg/mil

X X I o l

Figura 10. Cromatogramas de los extractos metandlicos de cultivos in vitro de A. mexicana. a) Estandar de
tilianina b) Brotes; ¢) plantulas de cultivo in vitro.
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3.10 Conclusiones

La produccidn de tilianina es afectada por el proceso morfogénico del cultivo in vitro, en tejidos
diferenciados (brotes, plantulas y raices), se acumula en mayor concentracion que en cultivos
indiferenciados (callos y células). La produccion de tilianina es similar y en algunos casos
superior a los detectados en las plantas colectadas en campo, confirmando la utilidad de esta
herramienta biotecnoldgica para la produccion de compuestos bioactivos. Ademas, la proyeccion
a gran escala seria una propuesta muy interesante para la produccion e identificacion de otras
moléculas con actividad biologicaque pueden ser utilizados en el control de enfermedades como

la hipertension.
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CAPITULO IV

DETERMINACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE Y VASORRELAJANTE EN
CULTIVOS IN VITRO Y PLANTAS SILVESTRES DE A. mexicana.

4.1. Introduccioén

4.1.1 Actividad antioxidante y vasorrelajante en plantas silvestres de A. mexicana.

La hipertension arterial es una enfermedad asociada a ateroesclerosis y enfermedades coronarias,
donde la disfuncion endotelial es el primer evento desencadenante en esta fisiopatologia (Vanhoutte,
2003). La disfuncién endotelial esta caracterizada por la vasodilatacién dependiente de endotelio y el
estrés oxidativo; el primer efecto estd mediado por el 6xido nitrico (NO) (Gutiérrez et al., 2013;
Rajendran et al., 2013). EI NO es un factor de relajacion derivado del endotelio, es un radical libre
producido por el oxigeno y la L-arginina a traves de la NO sintasa endotelial (eNOS) (Bigalke et al.,
2012; Picker, 2013; Feher et al., 2014). Diversos estudios demuestran que el aumento de la
vasorrelajacion y la reduccion de la produccion endégena de especies reactivas de oxigeno mejoran
la funcion endotelial y, por lo tanto, reducen el riesgo cardiovascular (Pérez-Vizcaino et al., 2006).
Extractos de plantas medicinales como Psittacanthus calyculatus, Dracocephalum moldavica, A.
mexicana entre otras, incrementan la vasorrelajacion y reducen la produccion enddgena de especies
reactivas de oxigeno reduciendo el riesgo cardiovascular (Perez-Vizcaino et al., 2006; Ibarra-
Alvarado et al., 2010).

Especies del género Agastache contienen una variedad de polifenoles donde la evidencia actual
sugiere que estos compuestos contribuyen significativamente al tratamiento y prevencién de
enfermedades cardiovasculares debido a sus propiedades antioxidantes y vasorrelajantes (Katalinic
et al., 200; Halliwell et al., 2005).

En extractos acuosos de A. mexicana se observo que los compuestos fendlicos y flavonoides como
hesperitina y quercetina entre otros confieren actividad antioxidante ejerciendo una IC50 de
502.3+1.0 pg/ml en DPPH y de 926.9 umol Trolox/g extracto (Ibarra-Alvarado et al., 2010).
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Los extractos acuosos poseen un efecto vasodilatador cuando han sido probados en aorta de rata
siendo dependiente de la concentracion (EC50 233.7+45.7ug/ml) y en extractos metanolicos este

efecto incrementa debido a la presencia de flavonas como tilianina (Hernandez-Abreu et al., 2009).

Tilianina aislada de un extracto metanolico de A. mexicana mostré un efecto vasorrelajante relaxante
por la via de NO / cGMP y la apertura del canal de potasio en ensayos realizados con anillos aorticos
de ratas y también mostrd una disminucion significativa en la presion arterial sistolica y presion
arterial diastolica en ratas espontaneamente hipertensas (Hernandez-Abreu et al., 2009). Los efectos
antihipertensivos y vasorelaxantes de la tilianina aislada de Agastache mexicana estdn mediados por
laviaNO /cGMP y la apertura del canal de potasio (Hernandez-Abreu et al., 2009; Hernandez-Abreu
etal., 2013).

A la fecha no existen reportes de actividad antioxidante y vasorrelajante en los cultivos in vitro de A.
mexicana por lo que en el presente trabajo de investigacion se evaltan los extractos de plantas de

cultivo in vitro frente a extractos de plantas silvestres.

4.2. Hipotesis

Los extractos obtenidos de cultivos in vitro tendran un efecto antioxidante y vasorrelajante similar al

determinado en los extractos de plantas silvestres
4.3. Objetivos

4.3.1 Objetivo General
Determinar el efecto maximo (Emax) y la concentracion efectiva media (ECso) de las actividades

antioxidante y vasorrelajante en extractos de cultivos in vitro y de plantas silvestres.
4.3.2 Objetivos especificos

4.3.2.3 Evaluar los efectos antioxidantes y vasorrelajantes en extractos obtenidos de cultivos in vitro

y planta silvestre.
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4.4. Materiales y métodos

4.4.1 Material vegetal

Para el desarrollo de esta tesis se colectaron plantas completas de A. mexicana en el municipio de
Tlalnepantla Morelos, México (19° 06'6.65" N y 98° 55°49.03"" O) a una altitud de 2823 m.s.n.m,
en los meses de marzo y noviembre 2015. ElI material fue identificado por el grupo de trabajo del
Laboratorio de Botanica Estructural del CEIB-UAEM y una muestra (N0.26.336 y No 35766) fue
depositado en Herbario HUMO del Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, México.

4.4.2 Preparacion de extractos

Las plantas de A. mexicana fueron colocadas en un horno de conveccion Binder FD-115® a 35°C
durante 72 horas, el material seco y molido fue sometido a una maceracion discontinua y progresiva
con tres tipos de disolventes como son: hexano (CeH14), diclorometano (CH2Cl2) y metanol (CH3OH)
durante 72 horas por cada disolvente. Posteriormente cada maceracion es filtrada y los extractos
obtenidos fueron concentrados al vacio en un rotaevaporador (Buchi Heating R-210®) a 40° C y 80

revoluciones por minuto (Herndndez-Abreu et al., 2009).

4.4.4 Determinacion de la capacidad antioxidante y vasorrelajante en plantulas de A. mexicana
4.4.4.1 Radical acido 2,2’azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS)

El radical ABTSe+ presenta la caracteristica de reaccionar y reducirse por la presencia de moléculas
capaces de donar hidrdégeno o electrones, reaccion que produce un cambio en coloracion de la
solucion ABTS+, la cual puede ser detectada por espectrofotometria para la cuantificacion de
actividad antirradicalaria. El método ABTS es aplicable para el estudio de antioxidantes lipofilicos
como hidrofilicos incluyendo flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides y antioxidantes
plasmaéticos, entre otros. El radical ABTSe+, a diferencia de otros radicales como el DPPHe, presenta
una mayor flexibilidad para su utilizacion a diferentes niveles de pH, asi como la propiedad de
disolverse en soluciones acuosas y organicas (Re et al., 1999).

La actividad neutralizante del radical ABTS fue registrada utilizando la metodologia reportada por

Ozturk et al., en 2011. Para este método se elaboré una solucién acuosa de ABTS con persulfato de
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potasio, después de 12 h de incubacion bajo condiciones de oscuridad. Posteriormente la solucion

resultante se diluye en metanol hasta obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02 a una longitud de onda
de 734 nm (Re et al., 1999). La solucién de ABTS se utilizé a una concentracién 1:1 para todos los
extractos (1 mg de extracto/ ml metanol), tomando 0.950 mL de solucion de ABTS con diferentes
cantidades de muestra (0.025, 0.050 y 0.100 mL). Transcurridos 30 min se lee la absorbancia a 734

nm y la capacidad antioxidante se determina utilizando la siguiente ecuacion:

Porcentaje de |nh|b|C|én ABTS = [(Ablanco — Amuestra) /Ablanco] X 100
Donde: Anianco= Absorbancia del blanco; Amuestra= Absorbancia de la muestra.
Todos los datos se registran como media + DE.

4.4.4.2 Poder reductor de hierro (111) o FRAP

Este método se basa en la reduccion del complejo de la tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso
por un antioxidante en medio acido (Benzie & Strain, 1996). Esta reaccion produce un cambio de
color que es monitorizado midiendo la absorbancia a 595 nm durante 4 minutos, segln el método
original, aunque este tiempo fue posteriormente ampliado hasta 30 minutos (Pulido, Bravo & Saura-
Calixto, 2000), a los 4 minutos muchos compuestos todavia no habian acabado de reaccionar. Los
resultados se expresan en equivalente Trolox (umol Trolox/g o umol Trolox/L.

Los valores del poder reductor de ion férrico se obtuvieron de acuerdo al método reportado por Lui
et al., en 1982. Para el reactivo FRAP se utilizan tres soluciones (A, B y C): A- 50 ml de acetato de
sodio 300 mM (0.8 ml de &cido acético y 49.2 ml de agua) a pH a 3.6. B- 5 ml de una solucion de
2,4,6 tripiridil-s-triazina- ferroso (TPTZ 10 Mm), diluida en 5 ml de acido clorhidrico 40 mM. C- 5
ml de cloruro férrico (FeCl3) 20 mM utilizando agua como disolvente. Para preparar el reactivo FRAP
se disuelve una mezcla de 10 ml de la solucion A. 1 ml de la solucion B y 1 ml de la solucion C la
cual es calentada en bafio maria a 37 °C por 10 min. Se toman alicuotas de 25 pl de cada extracto (1
mg de extracto/ mL metanol) y se colocan en tubos de ensayo de 10 ml por triplicado. Se adicionan
25 ul de metanol y 950 ul de la solucion FRAP recién preparada y caliente (37°C) incubandose
durante 30 minutos en agitacion constante. Las absorbancias son leidas a 593 nm en un espectrometro
Genesys® 10S UV-Vis. Se utiliza un blanco y una curva estandar de &cido galico (EAG) con 10
puntos como referencia (0.125- 1.25 mg). Los resultados se expresan en mg de EAG por ml de

extracto (mg EAG/ ml de muestra). Todos los datos se registran como media + DE.
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4.4.4.3 Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)

La molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (a, o-difenil-B-picrilhidrazil; DPPH) es un radical libre muy
estable debido a que presenta una propiedad estructural que permite la deslocalizacién de un electron
libre. Esta caracteristica impide su dimerizacion como en el caso de otros radicales libres. La
deslocalizacion de dicho electron permite al DPPH la adquisicion de un color violeta profundo, con
una absorbancia en solucion etanolica de 517 nm. De igual forma, que el método ABTS, la solucion
DPPHe al colocarse en contacto con sustratos o moléculas donadoras de electrones e hidrégeno
permiten el regreso del radical a su forma reducida, la cual es acompafiada de la pérdida de coloracion
(Blois et al., 1958).

La actividad de neutralizacion de radicales se determiné utilizando el DPPH en el método descrito
por Fukumoto and Mazza 2000. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos de ensaye de 10 ml, en
los cuales se colocaron 25, 50 y 100 ul de cada extracto (1 mg de extracto/ mL metanol) y 950 ul de
solucion de DPPH (0.15 mM en metanol). El control negativo contenia todos los reactivos excepto
los extractos. Los controles contenian todos los reactivos de reaccion excepto los extractos o
sustancias de control positivo (Trolox y butilhidroxitolueno (BHT)). Después de 30 minutos de
incubacién a temperatura ambiente y en obscuridad, se registraron las absorbancias a una longitud de
517 nm ya que la decoloracion puede ser medida por espectrometria. El porcentaje de inhibicion se

calculdé mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de IﬂthICIén DPPH = [(Ablanco - Amuestra) /Ablanco] X 100
Donde: Anianco= Absorbancia del blanco. Amuestra= Absorbancia de la muestra.

Las actividades de eliminacion de radicales se expresaron como la concentracién media inhibitoria
(IC50) del radical. Esta se calcula mediante un algoritmo de regresion no lineal a partir de la curva
de inhibicion de la concentracion.

La prueba DPPH presenta algunas desventajas que puede subestimar la capacidad antirradicalaria de
un compuesto, por ejemplo: que su reaccion puede ser lenta 0 ausente para varios antioxidantes, que
la reaccion cinetica con antioxidantes no es lineal para la concentracion de DPPH y que la reaccion
de DPPH con algunas estructuras fenolicas no puede ser completada hasta el equilibrio (Gregoris et
al., 2013).
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4.5 Determinacion del efecto vasorrelajante en extractos de plantulas obtenidas in vitro

Los ensayos se llevaron a cabo en la facultad de farmacia en el laboratorio de farmacognosia en
colaboracion y la asesoria técnica del M en Farmacia Luis Arias Duran y el Dr Samuel Estrada.

45.1 Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar entre 250 y 300g de peso alimentadas con Purina Chow y
mantenidas en dentro del bioterio en la Facultad de farmacia de la UAEM.

4.5.2 Reactivos

Se utilizaron extractos metanolicos obtenidos a partir de cultivo in vitro de A. mexicana propagadas
con el fin de observar si se mantiene su actividad. Para la determinacion del mecanismo de accion
del extracto mas activo se utilizaron: isoproterenol, cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio
(CaCl2), L- Nitroarginina Metil Ester (L-NAME) y 1H-(1,2,4) oxadiazol (4,3) quinoxalin-1-one
(ODQ). Como control positivo se utilizo carbacol.

4.5.3 Obtencién del tejido

Los roedores fueron sacrificados por sobredosis de éter etilico, posteriormente se realizd una
diseccion a nivel de térax con la finalidad de aislar la aorta. A continuacion, la arteria se limpi6 del
tejido conectivo adyacente y mucosidad, finalmente se cortaron los anillos de aproximadamente 3
mm de longitud, los cuales fueron colocados en una camara de incubacion con 10 ml de solucién de
Krebs (NaCl, 118mM; KCI, 4.7 mM; MgSO4, 1.2 mM; KH2PO4, 1.2 mM; NaHCO3, 25.0 mM,;
EDTA, 0.026 mM; glucosa, 11.1 mM y CaCl2, 2.5 mM) constantemente burbujeando con una mezcla
gaseosa de O2/CO2.

4.5.4 Sistema de registro

Para determinar el efecto relajante de los extractos, asi como de los controles, se utilizé un sistema
de registro isométrico vertical para tejido aislado. En este sistema, el tejido en estudio (anillos de
aorta) se sujetod a la parte inferior de la cdmara y a un transductor de fuerza isométrico modelo Grass

FTO3 de 6 canales. Para esto se monitoreo con el programa Acknowledge (BIOPAC, CA, USA).
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4.5.5 Anélisis estadistico

Todos los datos del ensayo de brotacion, fueron sometidos a analisis estadistico utilizando un analisis
de varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba de U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis
no paramétrico (distribucion libre). Los porcentajes calculados de la formacion de callos se
compararon con la prueba de shi-cuadrado (Statistics ver. 10; Statsoft Tulsa OK). Las significancias

estadisticas de las diferencias entre los tratamientos se consideraron significativos en p<0-05.

Los resultados obtenidos en el efecto vasorelajante y el mecanismo de accién de los extractos
obtenidos se expresaron como la media de X animales £ EEM. Las graficas de concentracion—
respuesta se elaboraron haciendo uso del programa GraphPad Prism 5, estableciendo una diferencia
estadistica significativa entre las medias de p<0.05 mediante una t- de student (usando el EEM) y

ANOVA de dos vias, prueba post hoc Bonferroni (usando la SD).
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4.6 Resultados

4.6.1 Actividad antioxidante en plantulas de A. mexicanay su efecto vasorrelajante.

Para determinar el efecto antioxidante fueron utilizados extractos hexanicos, diclorometanicos y
metanolicos de plantas generadas en cultivo in vitro como se muestra en la Tabla 1. Todos los
extractos son capaces de bloquear los radicales en ensayos con DPPH y FRAP, siendo mas potente
el extracto metanolico con una ICsg de 55.96 pg/ml y 2.75 umol EAG/25pl de extracto, seguido del
extracto diclorometanico y hexanico. Estos resultados se deben a que los disolventes son capaces de
extraer compuestos de diferente polaridad, siendo los metandlicos los que atrapan mas polifenoles y
ejercen una actividad antioxidante mayor. Al comparar el resultado del extracto acuoso de planta

silvestre con nuestros resultados se observa que la actividad antioxidante es menor (502.3 pg/ml).

Tabla 1. Efecto de la capacidad antioxidante en extractos hexanico, diclorometanico y metandlico de plantas
de A. mexicana regenerada in vitro.

Extractos de plantas de ABT ABT 1Cq DPPH DPPH FRAP
cultivo in vitro % Capacidad (ng/mL) % Capacidad 1Cso(pg/mL) (umol EAG
antioxidante antioxidante /250 | extracto)
Extracto Hexanico
25 l 24,63£0,65 7,58+0,15
Extracto Hexanico 74,48 269,99 0,28+0,02
50 pl 38,06£0,15 11,13+0,43
Extracto Hexanico
100 pl 62,79+2,04 20,50+0,46
Extracto Diclorometanico
25 pl 26,37+0,71 1,66%0,22
Extracto Diclorometanico 198,94 0,23+0,01
50 ul 42,64+2,27 10,3740,19
Extracto Diclorometanico 72,37
100 pl 62,24+0,98 22,59+0,57
Extracto Metandlico
25 ul 45,7745,75 26,42+0,14
Extracto Metandlico 55,96 2,75+1,41
50 pl 79,1545,75 46,59+0,92
Extracto Metandlico 21,49
100 pl 99,72+0,27 82,24+0,50
A. mexicana (extracto 502.3£1.0 Nd
acuoso)
Ibarra-Alvarado et
al., 2010

ABT: 2,2-azinobis- [3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico], DPPH: 1,1-difenil2-picrilhidracil, 1Cso: concentracion
inhibitoria al 50%, FRAP: Poder oxidante reductor del hierro, EAG: Equivalentes de acido galico.
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4.6.2 Efecto Vasorrelajante de los extractos metanolicos en los anillos de aorta con presencia de
endotelio

Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto vasorrelajante de los extractos metandlicos se
observan en la Figura 1, en la cual se muestra que todos los extractos poseen una accion vasorrelajante
sobre la contraccion inducida por la NA (0.1 uM) de forma dependiente de la concentracién. Ademas,
los extractos de callos (Emax = 59.64 + 6.30 y EC50 = 105.43 £ 5.27 pg / ml) y plantulas in vitro (Emax
=49.88.0 +5.42 y EC50=108.30 £+ 5.08 pug / ml) fueron mas activos que los extractos de planta silvestre

(Emax =31.96 + 0.85 y EC50 = 113.72 + 1.18 pug / ml). Todos los extractos fueron menos potentes que
el control positivo (carbacol).
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Figura 1. Efecto relajante de los extractos metandlicos de A. mexicana en anillos de aorta de rata pre-contraidos con NA
(0.1mM) en presencia de endotelio. Los resultados se expresan como la media de SEM de 6 experimentos (p<0.05 vs control).

En un trabajo anterior el extracto metanolico de A. mexicana indujo un efecto vasorrelajante
significativo dependiente parcialmente del endotelio y su efecto esta mediado parcialmente por
la presencia de tilianina (Hernandez-Abreu et al., 2011). También se demostr6 que el efecto
vasorrelajante mostrado en los extractos organicos y acuosos de A. mexicana estaba
directamente relacionado con la concentracion de tilianina y que el efecto vasorrelajante

dependiente de endotelio en el extracto metandélico podria estar relacionado con el éxido nitrico
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(NO), la prostaglandina PGl3, el factor de hiperpolarizacion derivado del endotelio (EDHF) y
el sulfuro de hidrogeno (H.S). Estos antecedentes indicaron que el extracto metanolico y
tilianina indujeron su efecto vasorrelajante por la produccién de NO, activando la enzima
guanilil ciclasa para producir GMPc un segundo mensajero responsable de la relajacion del
musculo liso. Este hallazgo es relevante para el desarrollo de nuevos farmacos con un nuevo
mecanismo de accion, que permitird establecer mejores tratamientos para pacientes con
hipertension arterial. Sin embargo, en el estudio actual observamos que el extracto metanolico
de callo muestra un menor contenido de tilianina y produce un mejor efecto vasorrelajante
comparados con los extractos de planta silvestre y las plantulas de cultivo in vitro. Esta Gltima
observacion esté relacionada con la presencia de otros compuestos que probablemente solo se
producen en los cultivos in vitro debido a las diferentes condiciones en las que fueron cultivados
comparados con la planta silvestre. Por lo que es importante la realizacion de otros

experimentos para conocer el tipo de compuestos que estan presentes en cada extracto.
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Tabla 2. Determinacion del Efecto méx. y la concentracion efectiva media de los extractos metanolicos

de planta silvestre y cultivos in vitro de A. mexicana colectados en dos etapas vegetativa y floracion.

Extractos . . Parte o Emax CEg,
. Epoca/tiempo .
metanolicos de de colecta cultivo
A. mexicana utilizado % Mg/mL
Hoja 96.14 £ 2.51 79.90 £5.23
Etapa Tallo 34.78 +7.83 102.89 £8.17
vegetativa

Raiz 92.86 + 2.45 95.61 + 4.66
Planta silvestre Flor 67.16+4.84  78.00 % 4.40
Etapa Hoja 67.18+4.62  109.01 +5.35
floracion Tallo 31.96+0.85 113.72+1.18
Raiz 72.41 +£4.65 101.32 £6.40
dsemanas AR a0 004364 82.64+4.82

completa

Cultivos in vitro Células en
3 semanas ., 59.64 + 6.30 105.43 +£5.27

suspension
4 semanas RAICES 0644630 10543 +5.27

adventicias
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Figura 2. Efecto relajante de los extractos metanélicos de A. mexicana en anillos de aorta de rata pre-contraidos
con NA (0.1mM) en presencia de endotelio. Los resultados se expresan como la media de SEM de 6 experimentos
(p<0.05 vs control).
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Figura 3. Efecto relajante de los extractos metanélicos de A. mexicana en anillos de aorta de rata pre-
contraidos con NA (0.1mM) en presencia de endotelio. Los resultados se expresan como la media de SEM

de 6 experimentos (p<0.05 vs control).
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4.7 Discusion

Existen varios estudios que indican que algunas semillas requieren de luz blanca para germinar
(Flores et al., 2006; Rojas-Aréchiga et al., 2008), lo cual puede estar asociado al tamafio y morfologia
de lasemilla (Milberg et al. 2000). Muchas semillas no germinan, aunque las condiciones ambientales
sean favorables y cuando esto sucede se dice que estan en estado de latencia o dormancia (Salisbury
et al., 2003). Una de las causas mas comunes es la impermeabilidad de la cubierta seminal (Raven et
al., 1999). Se observo que la semilla de A. mexicana se encuentra dentro de la nucula la cual le sirve
de proteccién sin embargo estas caracteristicas le impiden tener permeabilidad e intercambio de
oxigeno y agua afectando la germinacion. Las caracteristicas de la semilla en plantas de A. mexicana
no habian sido descritas anteriormente ya que su cultivo en pequefias parcelas y traspatios, solo es
mediante esquejes y no por semillas (SAGARPA, 2000); por lo que es conveniente desarrollar mas
experimentos que permitan obtener una germinacion mucho mas eficiente, lo cual complementara el

estudio de esta especie.

Es importante mencionar que la induccion para la brotacion de A. mexicana depende de la
combinacion y concentracion de auxinas y citocininas, de las cuales se han documentado para
especies de la familia de las lamiaceas, pero no para A. mexicana (Georges et al., 1993, Raha et al.,
2003, Fatima et al., 2009). Existen reportes relativos en donde se relaciona la combinacién de auxinas
y citocininas como en el caso de A. anisata (Kayani et al.,2013), en la que son utilizadas BAP y
Kinetina. La auxina de baja concentracion combinada con la citoquinina a menudo ayuda al desarrollo
de brotes en los explantes (Tejavathi y Indira, 2011).

Las citoquininas pueden mostrar actividad inhibidora sobre la elongacion de las yemas axilares a
pesar de promover su proliferacion (Van Staden et al., 2008).

En el caso de A. mexicana se utilizan los reguladores 2,4-D y BAP, se observé que la concentracion

incrementada de auxinas como 2,4-D influye en la produccion de tilianina.

Los extractos metanolicos de plantas micropropagadas de A. mexicana indican que es capaz de

mantener actividades como la antioxidante y vasorrelajante bajo condiciones de cultivo in vitro.
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