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RESUMEN

El presente estudio de orientd hacia 1la implementacidn de
cultivos en suspensidn de D. purpurea, para efectuar la
biotransformacion de digitoxina. Con este gropsésito, se cultivaron
cotiledones de D, purpurea sobre los medios sélidos Murashige—Skoog
y Schenk-Hildebrant. Estos medios se suplementaron con 1, 2, y &
pepP.m. da 2,4--diclarofenoxiacético (2,4-D); Acido naftalén acéticao
{(ANA) a 1, 2 v I p.p.m.j acido indol acético (AlA) a 1, 3I vy 9
pep-m. y una mezcla 1/1 p.p.m. de 2,49-D/cinetina. Bajo tales con-
diciones, los medios aditionados con ANA indujeron la formacison de
callao con sistema radicular, mientras gue en los medios con AIA
los cotiledones desarrollaron la planta completa. Solamente los
medios suplementados con 2,4—-D fueron capaces de inducir teijido
talloso, encontrandose tambidén que el medio basal SH estimula

mejor el crecimiento de callo friable.

Se estudid nl crecimiento y el contenido de glucdsidos car—
diacos en el tejido calloso, inducido en los medios Schenk-Hilde_
brant con 1, 2, v 3 p.p.m. de 2,4-D, asi cogmao con 1/1 p.p.m. de
2,4-D/cinetina (5H-Al1, SH-A2, SH-AJZ y SHD), siendo notable que 1la
concentracidn de 3 p.p.m. de 2,4-D promueve un crecimiento lento
del callo y wuna mayor acumulacién de cardiotdnicos, principalmente

gitoxina.

En las condiciones de crecimiento en medio liquido, el cul-
tivo SH-AS es el que se adapta y crece mejor en este sistema.

Los cuatro cultivos en suspensisn, fueron caparces de trans—
+ormar la digitoxina affadida, pudiéendose determinar la oglucosila-
cidn en la tercera digitoxosa de la cadena lateral de carbohidra-
tos y la hidroxilacidn en la pasicidn 147 del esqueleto esteroi-
dal, por la formacidn de purpurea glucédsido A, purptarea glucdsido
B yv gitoxina.

Los estudios preliminares sobre la biptransformacién de
fi-metildigitoxina con células de D, purpurea, mostraron dque este
compuesto es transformado a digitoxina, purparea glucésido A, pur-—

purea qlucdésido B y gitoxina.



INTRODUCCION

Las plantas superiores contindarn siendo hasta nuestros dias
fuentes importantes de farmacos, agroquimicos, per fumes v
saborizantes. Un ejemplo particular es la industria farmacéutica,
donde a2 pesar de que el mercado estA dominado por medicamentos
sintéticos y derivados de microorganismos, el reino wvegetal con-
tribuye con un 25 % de los medicamentos prescritos.

En afhos recientes se ha dificultado el suministro de estas
plantas, debido a diversos problemas como son la exXprlotacidn
incontrolada, disturbios del medioc ambiente, cambios de clima,
presencia de plagas etc.. Pe ahi que se halla incrementado el in-
terés. sobre la posibilidad de producir metabolitos secundarios
por cultivo de células yv tejidos vegetales, (Tabata, 1977).

Se ha mostrade que algunos cultivos de celulas vegetales, son
capaces de producir metabolitos secundarios, mientras Qque otros
efectdan reacciones de biotransformacidn, sobre compuestos organi-
cos afNadidos a los medios de cultivo. Esto hace posible elevar el
valor comercial de unaz substancia. Ademas algunos cultivos, pueden
sintetizar substancias de estructura desconocida y con nuevas pro-
piedades quimicas y farmacoldgicas.

lLos glucésidos cardiotdnicos, digoxina v digitoxina, aisla-
dos de plantas del género Digitalils, son farmacos i1ndispensables
para 1 tratamiento de insuficiencia cardiaca. El mejor comparta-
miento farmacocinético v la mavor potencia que presemta la digoxi-
na respecto a la digitoxina, ha incrementado el uso de la pPrimera
en detirimento de esta wltima. Esto ha ocasiconado en las industrias
un praoblema de acumulacicon de digitoxina. La transformacidn de
digitoxina a digoxirna ha sido posible por la hidroxilacidn espa2ci -
fica en C-12 de la malécula, por medio de un cultivo de cé&lulas de
Digitalis lanata,

Por medio de microorganismos se han efectuado hidroxilacio-
nes sobre la aglicona, sin embargo, la hidroxilacidn en C-12 del
glucédsido no ocurre o es incompleta. Tampoco la hidrosxilacidédn por
métodos quimicos es aplicable. De ahl que la biotransformacidn
de substratos poco utiles, por cultivo de células vegetales se
muestre como una altermativa importante (Reinkard, 1980).

En base a estos antecedentes, el presente trabajo se pPropone
ectablecer las condiciones adecuadas para la obtencidn de cultivos
celulares en suspenczidn de Digitalis purpurea, a fin de estudiar
égstos como siztemas de biotransftormacién de glucédsido=s cardiacos.



1. FUNDAMENTACION

1.1; Importancia de los glucadsidos cardiacos.

Las enfermedadas cardiovasculares han aumentado en nuestro
Pais vy estan clasificadas dentro de los primeros cinco lugares
como principalaes causas de morbimortalidad. Uno de los grupos de
Farmacos mas gtiles para aliviar esto= padecimientos son los
cardioténicos, y entre éstos, los glucdsidos cardiacos digoxina v
digitoxina, ocupan un lugar importante y estan considerados en el
cuadro basico de medicamentos del pais (Diario Oficial 1988).

La produccidén de cardioténicos a nivel mundial se realiza a
Partir del género Digitalis, del cual se aislan digoximna v
digitoxina, substancias que an México se importan en su totalidad,
sagdin datos dal Ingtituto Mexicano de Comercio Exterior (1587).

Desde un punto de vista farmacolédgico, los cardioténicos usa-
dos en terapia cardiaca estan lejos de ser satisfactorios. E1 mar-
gen terapédutico que presentan es muy estrecho, adicionalmente hay
diferencias amplias en la respuesta de los pacientes a estos com-
puaestos. Por lo que es importante encontrar, substancias en las
cuales, la actividad inotrdédpica positiva no esté conectada con las
propiedade=s téxicas. En base a modificaciones <quimicas, se han
fabricado muchos derivados de los cardiotdénicos, sin embargo, a la
fecha ninguna de dsas modificaciones ha producido un compuesto con
propiaedades farmacoldgicas superiores, o con un mayor indice tera-—
pautico, raspecto o los cardiotdnicos yva conocidos (Gunter, 1977).
Debido m 10 antes mencionado, la permanencia de la digoxina vy la
digitoxina, an el mercado, se& contempla por un buen tiempo.

1.2. Caracteristicas de la Digitalis sp..

Ezta planta pertenece al género Digitalis, familia Escrofula-
riacea (Trease, 1984). Es nativa de 1la Cuenca del Danubioco y de
Grecia (Burger, 1964), se encuentra localizada princiralmente en
los terrenos silicoses de las montafias de los Pirineos, de Guada-
rrama, de Salamanca y algunos otros lugares de Europa (San Martin,
1967) .

En nuestrce pais, la Digitalis purpurea L, fue introducida
como pPlanta de ornato. Actualmente se localiza en los Estados de
Hidalgo, Puebla, Veracruz, Guerrero y Chiapas. Su distribucidn en
astas regiones, estd dada por condicionas climatoldgicas templadas
v humedas pero scolaadas {(Younken, 1961).

) La Digitalis (ver figura 1}, es una planta herbiAcea bianual,
la cual produce en el primer afio, una roseta de hojas lanceoladas;
de cuyo centro se eleva en el segundo aflo, un tallo que mide de 1
a 1.5 m. de altura y lleva hojas alternas. Dichas hojas son de as-
pecto Asparo, de color verde grisaceo, ¥y miden de 10 a 30 cm. de



Fig.1 Ejemplar de Digitalis purpurea L.
A, planta; B, hoja en la parte madia del talloj; C, in-—

florescencia; D, parte de la corola y dos de los cua-—
tro estambres; E, fruto; F,6, dos vistas de las semi-

llas. (Hagimori, 1982).



largo vy de 4 a 10 cm. de ancho (Trease, 1984). Su olor es débil vy
sy Eabor ex amarqgo y acre. Tiene racimos terminales de flores col-
gantax, de color blanco o plurpura. Existen dos tipos dea hoja, las
da la rometa inferior y las del tallo florido. El1 fruto ex una
capsula piramidal de dos cavidades, las samillas son muy pequeaiias
de color amarillo pilido, la corola tiene una longitud de 4 a S5 cm
compuesta por cinco pétalos (San Martin, 1967).

Dependiendo de la especie, el contenido de glucésidos cardia-
cos varia; asi, las hojas de D.lanata contienenn aproximadamente
1 ¥ de cardendlidos totales, los cuales comprenden 60 compuestos
difarentes. El1 lanatésido A y C constituyen el S0 % de los carde-
nédlidos totales, y el lanatdsido B, D, E, digoxina vy digitoxina seo
presentan en bajas concentraciones. Mientras <que las hojas de
D, purpurea, prasentan un contenido de cardendlidos totales de
0.15 a 0.4 X, con aproximadamente 30 glucdsidos diferentes. Purpd-
rea g@lucédsido A v B constituven el 60 ¥ de la mezcla, digitoxina
12 %, 9itoxina v gitaloxina 10 X cada una (Wagner, 1983%).

1.3. Egtructura quimica v sintesis de los glucdsidos cardiacos.

La férmula estructural general de 105 glucéasidos cardiacos se
muastra en la figura 2. Dichos compuestos, sonh uwuna mezcla de
cicloacatales da azucares y un alcohol estercoidal. La porcian de
1a molécula sin el azdcar es llamada aglicona o genina. Todas las
geninas de los glucédsidos cardioactivos, tienen grupos hidroxilos
unidos a C-3 y C-i{4, un grupo metilo en C-13, un grupo metilo, al-
dehido & -CH2-OH en C-10 ¥ un anillo lactona insaturado en Cc-t7.
Algunas de las geninas maAs complejas, pueden tener adicionalmente
grupos matileo, hidroxilo o aldehido en otras posicicones. El ntdcleo
estaroidal de los glucédzsidos cardiacos, difiere del esterocide per-
tenacienta a hormornas sexuales y adrecorticales, en la fusidn
Cis/Trans/Cisx da los anillos A/B, B/C y C/D respectivamente, {en
las hormonas esteroidales, el arreglo es Cis/Trans/Trans, y el
esqualeto esteroidal es practicamente plano y extendido). El1 grupo
metilo u otro substituyente en C-10 v C-13, el hidroxilo en C-14 vy
el anillo lactona, estan todos en configuracidn BF. El OH en C~3
dael anillo A estiA usualmente oriaentado en 3. £1 anillo lactona
Puade ser de cinco © seis miembros, con uno o dos dobles enlaces
respectivamente. Los constituyentes de los cardenélido=s, son da
naturalera estarcoidal C-23 y contianen un anillo butendlido «a : [~
insaturado y-~lactona, mientras que los bufadiendlidos son esteroi-
des C-24, que contienen una doble insaturacidn en la lactona de
gsaeis miembros. Estos anillos lactonma presentan wuna estructura
Planar propia del doble enlace.

L.a porcidnm del ardcar de los glucédsidos, pueda consistir de
uno a cuatro monosacaridos. Aproximadamente 16 monosacaridos dife-
rentes, =e han aislado como productos de la hidrélisis de los 9lu-
cédsidos cardiacos. De 4stos, solamaente la glucosa, ramnosa y fuco-
sa estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los monosaca-



Ha
o
CHa o
o OH
cHy
©
OH
or,
Ry Rz Ra LY
DIGITOXINA H H H H
GITOXINA OH H H
DIGOXINA OH H H H
PURPUREA GLUCOSIDOD A H H GLUC H
PURPUREA GLUCDSIDO B H OH GLuC H
LANATOSIDO A H H GLUC ACETILIO
LANATOSIDO B H OH GLUC ACETILO
LANATOSIDO © OH H cLuc ACETILO
DEACETIL LANATOSIDO C oH H cLuC H

Fig. 2 Estructura quimica general de los glucdsidos cardiacos.
(Burger, 1973).



ridos remanentes son muy raros, como el 2-deoxiglucosa. El azucar
terminal puede estar combinado con un grupo acetilo o formilo
{Bowman, 1975).

En 1962 Sondhainer y col., reportaron las dificultades para
la sinteais de estos compuestos, debido a la naturaleza 1libil del
grupo hidroxilo en C-14 de la genina. Dicho grupo es facilmente
removido por los acidos, fFformando anhidro genina.

Fritsh v col. en 1974, sintetizaron digitoxina a partir de
15-hidroxicortisona. En el mismo afo Kruger, reportd 1la sintesis
de 33~14/3-19 oxigenado y de 3/7-19 oxigenago-14, 15 dihidrocardend-
lido da acetato de pregnenolona. Estos intentos nos muestran 1la
complejiidad de sintesgiz del grupo cardentdlido, y es por esto que a
la fecha se siqguen obtaniendo a partir de productos naturales.

1.4. Biosintesis de los glucdsidos cardjacos.

Se ha establacjdo gque el miicleo esteroidal, se origina a par-
tir de Acido mevaldnico, via escualeno (Capstack, 1965). El 4cido
mevaldnico, se obtiene a su vez de acetil-Cof, la cual puede ser
obtenida a partir de wvarias rutas metab®licas {degradacidn de
carbohidratos, Acidos grasos y amincacidos). Reichtein (1964), en-

. 14
contréd que el suministro de acido mevaldnico 3- C a plantas de
Digitalis, producia digitoxigenina C-20 marcada.

En aNos recientes, la biosintesis de cardendlidos e ha in-
vaxtigado an varios laboratorios. En plantas de D. lanata, la
preagnalolona fue matabolizada a S-pregnano-3,20-diona asl como =
cardendlidos. La D. lanata, también convierte la progestarona a 373
-Pregnano-3,20~diona v a S3-pregnano-3-ol-20-ona, astos dox com-
puestos son incorporados a los cardendlidos. Por lo tanto, sa ha
propueste la siguiente ruta biosintética para la produccidn de
cardendlidos, a partir de pregnenolonas

Pragnenolona —— progesterona  —— S3-prosnano-3,20-diona —
SA-pregnano-3-ol-20-ona —* 5fA-pregrnano-3, 14-diol-20-ona —
5-pregnanc-3,14,21-triol-20-ona ——+ digitoxigenina —-—r
digitoxina. (Hirotani, 1975).

La oxidacion de lam posicidn €-3 de la pregnenclona, para for-
mar progastercna, az un paso obligatorio para 1a biosintezis de
cardendlidos {(Caspi y Hornby, 1968). La reduccidn del enlac?’A( da

la progasterona, da lugar a la formacidn de So~H-pragnano-3, 20~
diona v S5A-H-pregnano-3,20-diona (Graves y Smith. 1(967).



En Digitalis, los iséameros radioactivos So son nueve vedes
mayores que los isdmeros 53 (Bennett v col, 1968), vy en otras es-
pecies vegetales, solamente se recuperan isdmeros Sa (Stohs v
El-Olemy, 1972). En el siguiente paso, <€Que es l1la formacidn de
S-pregnano-3-01-20-ona, otra vez los isdmeros 5Sa, muestran mayor
radioactividad cuando se suministran precursores marcados. Esas
observaciones crearon muchas dificultades, va que los cardendlidos
princireles en Digitalis son derivados 5(3.

El suministro de 33-pregnano-3,20-diona y S5A-pregriano-3-ol-20-
ona, fue convertido a digitoxigenina, digoxigenina y gitoxigaenina.
La introduccidan del grupo 1443-hidroxilo, precede a 1a formacidn

del anillo butendlido, y el intermediaric mas probable es

S3-pregnano-3, 14-diol-20-ona. La introduccidén del 143-hidroxilo,
D4y 140475

no comprende un intermediario A » W otra insaturacién A

{Aberhart y col., 1973).

La parte glucosidica, de los cardendlidos comprende azucares
tales como glucosa o del tipo 2-deoxiglucosa. El1 enlace glucosidi-
co siempre es 3 con el C-3 de la aglicona (Luckner, 1980). La fi-
gura 3 muestra los principales intermediarios, en 1la biosintesis
de los cardiotonicos.

1.95. Metabolismo y accidn inotrépica.

El metabolismo de los cardiotdnicos, se efectua principalmen-
te por enzimas en al higado. Ningan cambio toma lugar en el =itio
de accidén, qQue es princiralmente el corazén, por lo cual no se ha
encontrado ninguna relacidn, entre el metabolismo v sSu mecanismo
de accicon.

Lag principales rutas del metabolimmo de los cardiotdnicos,
comprendan las hidroxilaciones en varios centros de la estructuras
axcepto al anillo lactona el cual no =« afectan. La hidroxilacion
an 1273 da 1o digltoxigenina, provoca que el compuasto liposcolubla
g€ conviartn en un derivado polar, &l cual es axcretado mas Tacll-
mente, El 3A-oxidrilo, e=s otro sitio de accidén enzimatica, el
cual da un producto 33-hidroxilo inactive, y este mecanismo se
considera como wuna detoxificacidén. La unién del aztcar al
3n3-hidroxilo, actua como un grupo protector, yva que evita la epi-
meriracidn v por lo tanto los glucésidos presentan una duracidn
mas prolongada (Burger, 1984).

El efecto inotrdépico positivo de los cardiotdnicos, consiste
en aumentar la fuerza de contraccien del miocardio. Loz efectos
resultantes sorn: un incremento del gasto cardiaco, disminucién del
tamatio del corazdn, disminucidn de la prasién vanossa vy del volumen
sangulinaeao, diuresis ¥y alivio del adema {(Goodman, 1978).
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Fig. 3 Intermediarios de la biosintesis de glucasidaos cardiacos.
(Luckner , 1984).



CHy HyC
\ 3 CH,OH
. ) H 2
CONCoa <:"i C.':
“( H
HO O C—CH,
ACETIL-COA AC MEVALONICO

ESCUALEND
) COLESTEROL

HaC

20,22 R=DIHIDROXMCOLESTEROL

PREGNENOLONA PROGESTERONA
o o
HiC CHy
w —— T
H
o H H H
A -PREG NANO~3, 20-DIONA 54~ PREGNANO-3-OL= 20-ONA
o ' O
cH o
M) Hy
H,OH
" 2
OH ——* O“ Smmerr——
HO H HO fl H o
$A-PREGNANO-3,14° DIOL~20-ONA 58~ PREGNANO=3,14,21~ DIGITOXIGENINA

TRIOL=20~0CHNA

Fig., 3 Intermediarios de la biosintesis de glucésidos cardiacos.
(Luckner, 1984).




10

"masa desorganizada a la que se denomina callo. Dicho tejido callo-
so, puede ser mantenido por subcultivos (cultivo de tejidos). Las
células del callo, pueden mantenerse por subcultivos rutinarios v
ser transferidas a un medio liquido similar, y agitarse de tal ma-—
nera que se distribuyan en forma homogérnea en €l liquido (cultivo
de células en suspensidn). Tales células son en teorfa totipoten-—
tas, esto es, la planta completa puede regenerarse al Proporcio—
narsale las condicionas ambientales apropiadas. Concomitantemente,
dichas células deben tener el potencial para sintetizar cualquiar
compuesto azociado con la planta completa. Esta es la caracteris-
tica cantral que ha orientado al cultivo de ceélulas vegetalaex
hacia la comercializacidn (Allan, 1985).

En la década de los treintas asmpezarom a aparecer publicacio-
nas sobre la posibilidad de usar el cultivo de cédlulas como un
sizstema para la sintaesis de productos naturales, pero fue hasta
1956 que Rutier y Nickell expusiaron el proce=o dotalladamente, en
una patente de Pfizer. Despuds de esto, aparecieron mids y mis re-
Portes, sobre especies cultivadas y seleccionadas para producir
los compuestos daeseados. Una revisidn de la literatura da 1972 a
1973, reveld que muy pocas lineas celulares, eran capaces de sin-
tetizar los productos de interés comercial caracter{sticos dda 1a
planta madre. Sin embargo, donde ocurria la sintesis, las concen-
traciones del producto, eran excesivamente bajas. A finales de 1la
década de 1oz sebtentas, la situacidn cambi®d substancialmente; wva
que empezd a incrementarse el numero de reportes, donde los culti-
vos da células en suspensidén sintetizaban los productos deseados,
a nivelex arproximados, o atn mayvores que los de la planta intacta.

Exta mizsma década marctd el desarrollc dal crecimiento en gran
azxcala, vy al procaso tacnoldgico para el cultivo da células vage-—
talas. Investigadores japonesas, estudiaron el crecimiento de
células de tabaco, en un reactor agitado convencional (CSTR) de 20
litros (Kato, 1973). Un grupo de investigadores alemanes, ensays
el reactor agitado con aite, para aplicarlo en un sistema de cre—
cimiento, en gran escala para este tipo de cultivos. Numerosos la-
boratorios, empezaron a explorar los sistemas de células vegetales
inmovilizadas. Otros grupos regresaron a investigaciones bisicas
de fisiologla y bioquimica celulasr, 2zf cocoio de 1a relacidn que
existe, entre el crecimiento ¥y la biosintasis de productos natura-—
les (Fowler, 1984).

1.6.2. Iniciacidn del cultivo y formulacidn del medio.

Un punto clave Fara la ihiciaci?n dal cultivo, consisgta ahn
empParar con unh tejidco sano, sin daMo v tener una técnica efectiva
para eliminar la microflora del tejido.

Un desarrollo importante en la metodologia dal cultivo de cé-~
lulas vagetalas en aMos recientes, ha sido la formulacidn dea
medioxs quimicos definidos. Dichos medios contienen los siguienteas

componentes:
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- L - - - -
a) macronutrientes (K , Na , Cl ., PO« )
- . ' Z+ 2+ 2+

. b)Y micronutrientes (Al , B , Co )

c) fuente de carbono (sacarosa, glucosa)

-+
d) fuente de nitrégeno (NOs , NHe , glutamato)
e) reguladoregs de crecimiento {(auxiras y citocininas)
f} wvitaminas y aminociAcidos (tiamina, glicina).

La formulacidn del medio, afecta no sclamente la iniciacidn
del cultivo, siro tambiédgn la velocidad de crecimiento, la forma-
cidn de biomasa (en términos de productividadl ¥ la sintesis de
productos especificoz. La mayoria de log productos derivados de
lag plantagd, son metabolitos secundarios y su sintesis esta tipi-
camante disociade del crecimiento. La consecuencia de ésto, es que
el régimen de cultiveo lincluvendo la formulacién de nutrientes),
que mejore el crecimiento celular, la velocidad de divisidn y 1a
produccidén de biomasa, no necesariamente incrementara el nivel de
sintesis del producto natural.

1.56.3. Crecimiento y produccidn de biomasa-

Rendimientos de biomasa en un rango de S5 a 20 gramo=s de paso
seco/l, han sido reportados por numerosos investigadores. En par-
ticular Kato (1977) ha reportado rendimientos de 20 g/1,., v Fowler
(1984) ha obtenido nivales de biomasa que excaden los S50 g/l, sin
enbargo, @#s necesario sefalar que an lo que se refiere a aste Ul-
timo nivel de biomasa, el mezclado v el suministro de rnutriantaes
son extremadamente ineficientes. ,

Se han hecho intentos para el crecimiento del cultive de cé-
lulas en suspensidn en una amnplic vorieded de fuentes de carbono,
incluyendo azdcares refinados como glucosa, fructosa, g9alactosa,
sacerosa, manosa v lactosa. fidemas de otras fuentes de azdcares no
refinados como son almidén, suero de leche, melaza y Jjarabes de
azucar (Fowler, 1982: Sarkissian y Fowler, 1984). Aungque ocurre el
crecimiento en las fuentes refinadats poco comurnes como sSsOn  manosa
v lactosa, este crecimiento astia rastringido, comparado con saca-
rozsa o glucosa. Existe una situscidérn mimilar con las fuentes de
carborno no refinadas, en el cas’o de la lactosa v el almidén, al
baio cracimiento parece ser gque sa debe a la baja actividad de la
R-galactosidacsa v la amilasa desramificadora respectivamente, en
el medio nutritivo. Esto es muy desafortunado, va que la capacidad
para usar fuentes de carbono de bajo costo, haria una contribucidn
importante aen el Area. Esto es debido a qua un simple calculo de
costos, muestra que la fuente de carbono es probablemente la parte
ma=s cara del medio nutritivo.
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Ademas da la fuente de carbono, se ha mostrado que otros fac-
tores son importantes, influvendo directamente sobre la produccidn
de biomasa. Estos incluyven el nivel de aireacién y la fuente de
nitrégeno. Kato, Shimizu y Nagai (1975) con cultivos de células de
tabaco, muestran que hay una relacidn directa entre el coeficiente
de transferencia de gas {Kra}l y el rendimiento de biomasa. Para
valores de Kro de S~10/h, la relacidn entre el incremento del coe-
ficiante de transferencia v el rendimiento de biomasa es lineal.
Mientras que Smart {(1984), con un cultivo de células en suspensidon
de Catharanthus roseus, encontrd que hay una relacidén lineal entre
la biomasa v el coeficiente de transferencia hasta un valor de
2/h. Valores mas altos, traen como consecuencilia una disminudcidn en
el rendiniento de biomasa. Los trabajos de otros investigadores,
muastran qua ademas dal oxigeno, @]l nival de bidxido de carbonc as
tanbién un fTactor muy importante.

La fusnta de nitrdégenco, afacta marcadamente &l randimiento da
biomasa (Dougall, 1980}). Noguchi y col. (1977), reportaron que la
naturaleza v el nivel de la fuente de nitrdgenco, tambidén afecta la
velocidad de crecimiento, la cual es considerada en la productivi-
dad de la biomasa (peso seco/l/unidad de tiempo).

1.6.4., Rendimiento del producto, su desarrollo y mejoramiento.

De todas las facetas para el desarrollo de un proceso biotec-
nolédgiceo, #sta es la mas importante, va que el nivel del eproducto
es crucial v debe presentar ventajas en términos de concentracién
y productividad, comparado con los procesos tradicionales.

Como mencionamos antariormanta, an lo década da los setentas
aparacieron pocos raportes zobra cultivos que sintetizaban los
Productos naturales dezxeados, v donda ocurrim la sintasis los ni-
velas aran muy bajox. Ademas se habla hecho casi un dogma, que l1a
sintanis de metabolitos =ecundarios era improbeble, al menos quea
el tejido presentara un estado de diforoncizcidn avanzado o forma-—
cidn de drganos en el cultivo. La regeneracidn de 1la pPlanta, a
partir de los cultivos, producifia el mismo espectro de productos
que la rlanta madre. Esto sirvid para demostrar Que 1la habilidad
rPara sintetizar los productos, no se perdifia durante el cultivo V¥
Por algunas razones desconocidas, no se expresaba.

Aunque recientemente, se ha incrementado el numero de repor-
taes, sobre cultivos de cé¢lulas an suspensidn que sintetizan loua
productos deseados, hastoc shora no ha sido posible definir, las
condicionas preciseas para €l dezarrollo de tales sistemas. Salo
han podido establecerse tres condiciones distintas, todas basadas
en asociaciones morfoldgicas, las cuales pueden dar como resultado
la sintesis de productos naturales. Dichas condiciones se presen-
tan a continuacién: )

- cdonde el daesarrollioc del tejido u drgano es, hasta el momento, un
requer imiento absocluto.
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- donde el cultivo se caracteriza, por algdn grado de diferencia-
cién celular.

- donde no se presentan sefales aparentes de desarrollo o diferen-
ciacidn, vy el cultivo tiene la apariencia de un grupo de células
meristematicas.

l.a estrategia que ha sido muy adoptada, para desarrollar cul-
tivos celulares de altos rendimientos, tiende a seguir la practica
microbiana tradicional, mostrada en la figura 4,

SELECCION DPE PLANTAS CON ALTOS RENDIMIENTOS

ESTABL.ECIMIENTO DEL. CULTIVO A PARTIR DPE LAS
PLANTAS SELTCCIDNQDQS

SELECCION DE CLONAS DE ALTO RENDIMIENTO

=

SELECCION AL AZAR EN MANIPULACION PARA OBTENER
BASE A INESTABILIDAD ALTOS RENDIMIENTOS

TECNICAS MANIPULACION
MUTAGENICAS FISIOLOGICA

LINEAS CELULARES ESTABLES
CON ALTOS RENDIMIENTOS

Fig. 4. Estrategia de seleccidn para lineacs celulares
con altos rendimientos {Fowler, 1984).

La seleccidn de un material apropiada, para la iniciacidn del
cultivo ha sido un tema de mucha controversia. Hasta hace pocos
aflog, habia dos puntos de vista totalmente opuesntos. El1 primero
mantenia, que es necesario usar plantas con rendimientos altos del
Pproducto para la iniciacidn del cultivo {(Zenk, 1977). El1 sagundo
rozstania, quea ¢sto No as= necaEario ¥y qua a través de la seleccicdn
y clonacidn, podris zar posibla obtener lineasz calularaeas con altos
randimientos, partiendo de plantas con un bajo contenido del pro-
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ducto (Doller, 1978). Experimentos mas cuidadosos por el grupo de
Dougall (1980), han mostrado que el primer punto de vista es el
mas acertado. Es decir, se obtendran cultivos con altos rendimien-
tos, partiendo de material vegetal que pPresente un alto contenido
del producto.

Una vez que se ha iniciado el cultivo, la metodologia clasi~
ca, consiste en seleccionar la poblacién de individuos con altos
randimientos del producto, clonar vy desarrollar la poblacidn. Sin
embargo, para el desarrollo de esta metodologlia se presentan las
siguientes restricciones: primera, la wvelocidad de crecimiento
lenta de la=z células hace que se dificulte el desarrollo de gran-
des poblacionas celularaes; segunda, la clonacidn calular, se ha
extablecido recientemente para las células vegetales, v es difi-
cily vy tercera, lazs concentraciones de los productos deseados ean
células simples, son tan bajas que no se pueden detectar por las
técnica=s analiticas clasicas.

Aunque es muy dudoso si el problema de la velocidad lenta de
crecimiento padra ser superado, las técnicas para producir clonas
se han mejorado, y. quizaA el avance mas importante, ha sido la im-
rlementacidn de técnicas de deteccidn, como el radiocinmunoanalisis
(Zenk y col., 1977}, que ha permitido analizar una gran variedad
de cultivos y productos con mucho éxito.

Algunos constituyentes del medio, han mostrado afectar el
rendimiento del producto, de los cuales Ia fuente de carbono,
nitrégeno, el nivel de fosfatos vy el contanido de fitohormonas han
sido los mas estudiados. Mantell y Smith (1983b), han revisado el
tema completamente y las caracteristicazs sobresalientes se discu-
ten a continuacidn.

- Fuante de carbono,.

Se ha mostrado que la naturaleza y la cantidad de la fuente
de carbono afectan el rendimianto del producto. En particular, el
incremento an los nivales dea sacaroza tiende a mejorar el nivel de
la sintasis dal producto. La glucosa, aunque tienae el mismo efacto
sobre la productividad da biomasa a concentraciones equimolecula-
res respecto a la sacarosa, Nno s6lo no afecta la sintesis del pro-
ducto, sino que puede inhibirlo (Mantell y Smith, 1983a). Zenk vy
v col. (1979), observaron que se mejoraba el nivel del alcaloide
isoquinolina en cultivos de C. roseus, incrementando la concentra-
cidn de sacarosa. También se encontrd que un aumento en los nive-
les de sacarosa, tenila un efecto positivo, sobre 1a sintesis de
nicotina (Mantell y Smith, 1983b); diosgenina (Tal y Golberg,1983)
y la produccidn de polifenocles (Davies, 1972). Sin embargo, tam-—
bién hay axcepciones; en el cultivo de Selanun ariculare un incre-
mento en sacarosa no mejora la produccidn de esteroides. No se en-
tiende todavia, cual es la naturaleza precisa, del eafecto de 1a
concentracidn de sacarosa sobre la sintesis del producto.
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~ Macronutrientes.

En general, una disminucidn en los macronutrientes claves,
tales como fosfato, nitrato vy amonio, tiende a mejorar el rendi-
miento del producto. Esto estid generalmente acompaiado, por una
disminucidn en la velocidad de crecimiento.

Knobloch y Berlin (1981, 1983), al trabajar con cultivos de
C. roseus vy Nicotlana tabacum, mostraron que bajos niveles de fos-
fatos en el medio de induccishn, disparaban la produccicon de meta-
bolitos secundarios, permitiends uwun incremento substancial en
triptamina, alcaloides indalicos, nicotina y fenoles. Especifica-
mente, ellos observaron un aefecto marcado, a bajos niveles de fos-
fato scobre las anzimas claves de la sintesis de los metabolitos
sacuhdarios. Mantell ¥ Smith (1983b) han sugarido que el efecto
general de los bajos niveles de fosfato, sobre la biosintesis de
matabolitos secundarios, puede ser el resultado de una disminucidén
de las pozas de fosfato internas. Este efecto a su vez, baja 1la
carga energética celular v desreprime la sintesis enzimatica de
los metabolitos secundarios. fiungue hay muchas observacionas que
muestran el efecto anterior, hay otras que indican el efecto con-
trario. Por ejemplo, Hagimori, Matsumoto y Obi (1982), observaron
aumentos en el crecimiento y contenido de digitoxina, cuando in-
crementaron tres veces la concentracidén de fosfato.

Aunque en general, la disminucidn en los niveles de nitrdgeno

mejora la sintesis de metabolitos secundarios, no hay un patrén
consistente, que emerija entre las diferentes fuentes de nitrégeno
a varias concentracicrnes. Una gran variedad de fuentes de nitrdége-
no, se han wusado para el medio de cultivo de células vegetales,
desde fuentes inorganicas como nitrato y amohnio, hasta una amplia
variedad de amincAcidos y mezclas compleijas de éstos.

- Reguladores de crecimiento (fitohormonas).

Se sabe que los reguladores de crecimiento, tienen un efecto
profundo sobre 21 maetebolizmo prigorio v secundarico de Ias plan-
tas. La gran mavoria de 1os cultivos celularex, muastran por ellos
un requarimiento absocluto. Da todos lox raguladores de crecimiento
la auxina sintdética Acido 2, 4-~diclorofanoxiacético [2,4-D], tienw
al afacto genaral de suprimir la sintesis de productozs naturales,
Yy se conocen muchos ejemplos de ésta accidn.

Zernk, El-Shagi y Schulte (1975), trabajando con cultivos de
Morinda citrofolia, encontraron que el 2,4-D, suprime totalmente
la produccison de antraguincona. En contraste al efecto del 2,4-D,
estad el efecto positivo sobre la sintesis de metabolitos secunda-
rios, muchas veces observado con otras auxinas, tales como el aci-
do indel-3-acético [AIA]l o el Acido naftalén acetico [ANAI {Kami-
mura y Nishikawa, 19758).
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Las citocininas (grupo de reguladores diferente de las auxi-
nas), manifiestan un efecto difarencial, dependiendo dael metaboli-~
to vy origen de 1a linea celular. Constabel, Shyluk y Gambor (1971)
reportaron que un nivel ligeramenta elevado de cinetina, tiene un
efecte estimulante, sobre la produccidn de antocianina en cultivos
de Scopolia maxtima. En contraste, Shiioco y Otha (1973}, encontraron
qua niveles elavados de cinetina, suprimen totalmente la sintesis
de alcaloides en cultivos de N. tabacum.

También se ha argumentado que la asociacidén cé¢lula-céelula vy
la produccisn de caracteristicas morfolégicas diferentes, pueden
Jugar (junto con la actividad de los reguladores de crecimiento)
una parte clave en el desarrollo de sistemas que sinteticen meta-
bolitos secundarios {(Lindsey y Yoeman, 1983). Los datos definiti-
vos, que indiquen un efecto claro =obre la sintesis de productos
naturales son escasos. Existen varios problemas en esta Arecn, pri-
mero, el nivel efectivo del regulador de crecimiento en las célu-
las vegetales, esti por abajo de los limites de deteccidn. Segun-—
do, existen pocos datos disponibles, los cualas indiquen el
destino del ragulador, una vezr que se ha aplicado a lom cultivos y
Finalmente, esti la ausencia de un modelo bioquimico de accidn de
los -regul adores de crecimiento. Esto nos indica, gue hay una nece-
sidad urgente de tener una mejor comprensidn de la bioguimica de
la acgién de los reguladores.

A pesar de la escasez, de la informacidn basica de los fFacto-
res que afectan el rendimiento del producto, la adopcidh en los
altimos affos de las tdécnicas microbianas empiricas, han permitido
mejorar los rendimientos del producto.

1.6.35. Estructura y fisiologlia celular.

El gran tamafo vy la lanta velocidad de crecimiento de las cé-
lulas vegetales, laz coloca en un rango diferente de consideracidn
cuando se comparan con las células microbianas. Respecto al gran
tamaffo de las células vegetales, numerosos autores han sefialado,
que dichas células tienen un volumen alredodor do 200000 veces mas
grande que una cdlula de E.coli (Petiard, 1979). Las diferancias
entra las células vegetales y microbianas se muestran en la tabla

1.

Una facata importante en los cultivos da células vegetales,
as ¢l nivel da agrupamientox celulares, que se ohsaervan en casi
todos los cultivos., Laz célulag individualas se prasentan muy
raramante. En su lugar, ag tipico sncontrar grupox que contienen
de 2 a 106 células, E1 grado de hetarogeneidad causado por astas
agrupaciones celulares, hace que =eaa axtremadamanta dificil, =i no
es qua imposible, el usc de técnicas terbidomatricas para estable-
cer el crecimiento del cultivo.
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La pared exterior de celulosa de las células vegetales, las

hace suceptibles a los esfuerzos da corte. En consecuencia, hay
a usar los bioreactores con caracteristicas

una tendencia general.

de bajos esfuerzos de

19803 Scragg y Fowler,

Las células vagetalex tienen
baja quae las células microbianas,

de oxigeng.

T i o T T ey S ) S S S T T G S e T T o oy ok . o T

A ——— - T T T = T} = oy b o o g o kR

corta (Wagnar vy
1904) .

TABLA 1.
BIANAS Y VEGETALES.

Caracteristicas Cael. microbiana
=

Tamafo 2 pm

Cal. individuales muchas

Crac. de cel. indivi- ai

duales en colonias

Tiempo de doblado > 1 hora

Densidad del indculo Fequelio

No. cromosomal haploide/dipleide

Sensibilidad al insensible

esfuerzo de corte

Variabilidad en
el cultivo

Desarrollo

Aireacidn

Formacisén del
producto

o -

mis 0O menos

aestable
egparas, psSeudo
micelio
alta, 1-2 v/v/m

muchas veces
soluble en el
madio.

¥ por lo tanto una baja

Vogelmann, 1977; Martin,
una + actividad metabdlica mas
demanda

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS PE LAS CELULAS MICRO-

Cel. vegetal
= a
> 10 pmm

normalmente agrupadas

no muchas

difas

18-35 %
del cultivo total

maexcla de haploide,
diploide, poliploide
v anaploide. -

gsensible

Puede wvariar mucho
organogenesis
embriogenesis
baja, 0.2-0.3 v/v/m

vacuola

gy Tk — - gy
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1.7. Produccién de cardiotdnices a partir del cultive de tejidos v
cédlulas vegetales.

El primer estudio sobre esta aArea de investigacidén, se remon-—
ta a 1962 con Staba y col., quienes reportaron las condiciones &p-
timas para la induccidn de tejido calloso de Digitalis sp.. Un aifo
después, Staba y Lamba, describen el establecimiento del cultive
en suspensidn de D. purpurea y D. lanata.

Postariormente los trabajos publicados sobre este tema, men-
cionan qQue loz cultivos de células indiferenciadas, no producen
cardiotdnicos, o producen solamante trazas de ellos.

En 1977 Hirotani, demnuestra por vez primera gue la produccidn
de cardensdlidozs ¢ restablece, cuando el tejido calloso se redife-
rancia a brotas. Este hecho fue confirmado mis adelante por Lui v
Staba (1979), en sus investigacionas sobre el establecimiento de
tres lineas celulares. Ellos reportan, que el cultivo de cédlulas
desorganizadas de D. lanata, produce 0.06 mg de digoxina ¥ peso
seco, mientras que el cultivo'de ratces, presenta 1.9 mg de digo-
xina % peso seco, ¥y finalmente el cultivo de holjas, muestra una
produccidn de digoxina de 9 mg X peso seco.

Con el objeto de hacer una investigacidén mas profunda, sobre
los mecanismos de produccidén de cardendlidos, por cultivo de célu-
las en suspensidn de Digitalis; Furuya y Kamaguchi (1973}, repor-
taron que la progesterona era transformada a Soa-pregnano-3,20-dio-
na, Sa-pregnano-3-ol-20-ona Yy sus glucdsidos correspondientes.
Como el primer paso en la biosintesis de cardendlidos, an las
plantas da Digitalils, ex 1la readuccidn de 1la progesterona a
Sr-pregnano-3,20-diona, sus reszultados sugerian, que la reduccidén

-

eztaroaspaecifica A , para dar la fusién del anillo A/B Cis, asti
bajo un control enximatico anstricto. Postariormente examinaron al
metaboli=mo del 53-pregrnano-3,20-diona (I) y del 53-pregnanoc-3-ol-
20-ona (II), intermediarios claves en la ruta biosintaética de los
cardandlidos (Hirctoni v Furuva, 1973). Para este estudio, usaron
dos cepas dz tejido calloso de D, purpureda, una normal que reque-
ria auxinas y citocininas, y otra habituada «due no necesitaba para
sU crecimiento de ningtn regulador. En los cultivos de sus dos ce-
Pas, demuestran que la transformacién de los metasbolitos I y. II,
rno procede hasta el final de la ruta biosintética. Ellos cobservan,
que la transformacién se detiene unos pasos adelante, con la co-
rrespondiente formacidn de sus glucédsidos. Por lo cusl concluver,
que los pasos principales de la biosintesis de cardendlidos que
ocurren en la planta intacta de Digitalis, astan inhibidos en los
cultivos indifarenciados, tanto en la cepa normal como an la habi-
tunda vy adensz que la biosintazizx da astosx compuestos, no paraca
aztar ragulada por fitohormonas exdgenas.

Yoshikawa v Furuys (1979), realixaron un estudio enzimatico,
sobrea la purificacidn ¥y propiedadas de la esterol:UDPG g9lucosil
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transferasa. Exte aztudio lo efactuaron, en un cultivo de células
de D purpurea v en la planta intacta, encontrando que ambas
enzimas tienen propiaedades muy similares, por lo tanto concluven
que No es la glucosil transferasa, la que esta inhibiendo muchos
cde los pasos de la ruta biosintética en los cultivos celularess
sino que mas bien parece que esta inhibicidn, puede deberse a una
compartimentacidn incomeleta en dichos cultivos.

Los estudios miAs recientes, han sido efectuados por un grupo
de investigadores japoneses, encabezados por Hagimori. En su pri-
mar reporte, damuastran una ver mas, que el estado de rediferen—
ciacidn a brotes, as @1 mias adecuado para la sintesizs de cardend-
lidos (Hagimori y col., 1980). En 1982, Hagimori, Matsumoto y Obi,
reportaron £1 artablecimiento da cuatro linaas celularas. Estags
lineas celulares, fuaron los cultivos redifaerenciados »a brotas’
verdes y blancos, ¥y los cultivos indiferenciados verdes y blancos.

Su estudio muestra, que los cultivos verdes, va sean rediferencia-
dos a brotes o desdiferenciados, tienen el mismo contenido de clo-
rofila y actividad de la ribulosa difosfato carboxilasa. Sin em-
bargo, observaron 4que la cantidad de digitoxina en los primeros,
era de 40 ug/9 peso seco, mientras gque en los cultivos verdes
de=sdiferenciados, era de 0.18 ug/9 peso seco, siendo este conteni-
do aproximadamente igual al de un cultivo blanco desdiferenciado.
En base a estos resultados, los autores sugieren que los cloro-
rlagtos Nno son esenciales, para la sintesis de 1a digitoxina. Tam-
bién reportan que @l grado de difearenciacién o brotes, es paralalo
al grado da formacidan del cardenélido. En estudios posteriores,
Hagimori v col. (1982}, optimizaron el medic de cultivo, para 1la
produccidin de cardioténicos ¥ en 1984 Hagimori, Matsumote v
Misaki, probaron el cultivo verde rediferenciado a brotes, en  un
faermentador tradicional agitado macanicamente {CSTR) de 2.5 1,
é6st.o lo hicieron para determinar, la factibilidad de escalar el
proceso. En esta investigacidn, sefalan los problemas que presenta
este tipo de sistema, en lo Que se refiere, a la heterogeneidad
del cultivo v a las condiciones de iluminacién.

1.8. Biotransformacidn de g9lucédsidos cardiacos mediante el cultivo
dae células vegetales.

ta biotransformacidn as una técnica, la cual utiliza las en-
zimas localizadas en las cédlulas vegetales, para alterar los gru-
ros quimicos funcionales de los compuestos suministrados externa-—
menta. Dicha biotransformacidn, se usa en mucho=s casos para incre-
mentar la actividad biolégica de un compuesto, vy comprende la ac-
cidn de una o varias enzimas acopladas en una secuencia que permi-
te ejecutar, una serie de reacciones quimicas especializadas.

Las reaccionas de biotransformacidén usualmente son estereoces-~
peci ficas, y comprenden procesos tales como oxidaciones, reduccio-
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nes, hidroxilaciones, metilaciones, glucosilaciones, desmetilacio-
nes, esterificaciones, epoxidaciones, isomerizaciones y saponifi-
caciornes (Morris, 1984)

1.8.1. Transformacidn de aglicomnas.

La biotransformacidén de la digitoxigenina (figura 5), ha sido
reportada por varios investigadores, usando cultivos celulares ob-
tenidos de plantas que contienen cardendlidos (Furuya, 1978; Stohs
y Staba, 1964; Alfermarnn, 1977), asi{ como de plantas Qque no los
contienen (Jones y Veliky, 1978). La hidroxilacién de la digitoxi-
genina en C-12, por cultivos de células de D, lanata fue reportada
Por Al fermann v col. (1977); quienes ademis observaron que al adi-
cionar digitoxosa, ocurre la formacidn del digitdxido. Si no se a-
diciona digitoxosa, ocurre una glucosilacién (Doller, 19773 Furuya
1978), asi como la oxidacién a digitoxigenona (Stohs v Rosenberdg,
197%) .

La formacidn de digitoxigeninglucédsido v digitoxigenona, ha
sido reportada también por Poller (1977), con cultivos celulares
de Theuetia vy por Furuya (1978), usandc cultivos de D. purpurea. En
el dltimo caso, sa ha demontrado la formacidn adiciconal de epidi-
gitoxiganina, epidigitoxigenin--D-glucdsido, Sp-hidroxi y 71-hi-
droxi-digitoxigenina. Jones y col. (1978), han reportado biotrans-
formaciones muy rapidas de la digitoxigenina por cultivos celula-
res de Cannabis sative, [pomoee sp. ¥y Daucus carota. El producte
fue identificado, como Sp-hidroxi-digitoxigenina (periplogeninal.

Asi, obsarvamos que los patrones de biotransformacisn de la
digitoxigenina, con cultivos de células vegetales son muy simila-
ras a los obtenidos con los microorganismos (Gorlich, 1973: Char-
ney, 1967; Izuka, 1969}, excepto la formacidn de glucdgidos.
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1.8.2., Transformacidn de triglucdsidos.

La transformacidén de los triglucédsidos cardiacos, por culti-
vos celulares de Digitalis y Thevetla, ha sido investigada inten-
samente por Furuya (1970, 1972) y el grupo de Reinhard (1974, 1975
vy 1980).

ta figura 6, resume los diferentes patrones de biotransforma-—
cidn encontrados, usando como sustratos digitoxina, digoxina v g9i-
toxina. En todos los casos investigados, estos '"glucdsidos secun-
darios" son glucosilados. D.mertonensis vy D purpurea, Son caraces
de hidroxilar la digitoxina y el purpdrea glucédsido A {(PA) en
C-16, produciendo gitoxina y purptrea glucédsido B (PB) respectiva-
mentea. En el caso de D. purpurea, ademas se observé la transforma-
cidn de digitoxina a gitoxina, PA v PB (Furuya, 1970).

Los cultivos celularaes iniciados de plantas que contienen la-
natésidos, como son D.cartensis ssp, trojfana, D, grandiflora, D. la _
nata, D.lutea ssp,. lutea ¥ D, parvifiora, acetilan PA, PB y el dea-
cetil lanatdsido C (DC)} a los corraespondientes lanatésidos. Mien-
tras que los cultivos celulares, que provienen de plantas, que
contienan los llamados glucdsidos €, hidroxilan los glucésidos A
en C-12, ¥ Por lo tanto DC y el lanatédsido C (LG, pueden encon-
trarse junto con la digoxina. Esta dltima, se puede obtener por
una hidroxilacidn directa de la digitoxina, o por deacetilacidén
v desglucosilacidn de LC v DC. Las cantidades de estos productos,
difieraen significativamentea de capa a capa. Los cultivos celulares
de D, Lutea, también hidroxilan el lanatédsido A en C-16, producien-
do el lanatdsido B. Esta reaccién no s=e presenta en los cultivos
de células de D. lancata vy D. leucophasa, debido quizad a <que estas
cepas, e han aislado de plantas que contienen cantidades bajas de
glucdsidos B. Sin embargo, la gitoxina es glucosilada vy acetilada
por cultivos celulares de D. lanata, a purptdrea glucdsido B y lana-

Por otro lado, los cultivog celulares de D, mertonansis son
capaces de glucosilar digoxino o DC, esta reaccidn no ocurre en la
Pplanta, debido a que ella es incapaz de producir el precursor de
digoxina.

La a~acetildigitoxina (figura 7), es 9lucesilada por cultivos
dae D.lanata a lanatdsido A, al cunl a su vez as hidroxilado a la-
tandsido C. El substrato es simultinesmenta deacetilado a digito-
xina, exta Gltima exs entonces glucosilads a purpdrea glucdsido A,
el cuml pueda sear hidroxilado a DC. Estas altimas resccionas han
sido raportada= por Reinbhard v col. (1974, 19735).
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1.8.3. Transformacién de tetraglucdsidos.

El lanatésido A (figura 8) es metabolizado rapidamente por
cultivos celulares de D, lanate, los patrones de biotransformacidn
encontrados, dependen de las cepas y de las condiciones del culti-
vo. Bajo condiciones de luz, la cepa 72L produce LC, PA v D(: mi-
entras la cepra 72D (condiciones de obscuridad) solamente forma LC,
sin observarse los productos deacetilados (Reinhard, (974, 1975).

Alfermarm ¥y col. (1972), encontraron dque despuas de aplicar
LA (figura 9), los cultivos celulares de D. lutea, producen co-ace-
tildigitoxina y o-acetildigoxina, ademisn de. lanatdsido C.

1.8.4,. Seaeleccidn de cepas de Digitalis en base a su capaocidad de
hidroxilacid®n.

La hidroxilacidn en C-12 de los glucédsidos A, es la reaccidn
mas importante desde un punto de vista medicinal. El uso de esta
reaccidn a escala biotecnoldégica, debe llenar el prerequisito de
que el sustrato administrado sea transformado rapida v totalmente
a un s4lo producto. La digitoxina se presenta como un sustrato
ideal, debido a que se cobtieng durante el aislamiento de la digo-
®xina. Anteriormente, se mostrd que la digitoxina es transformada =
difarentes productos, y que la hidroxilacidén en C-12 es incomple-
ta. Por lo qua Alfarmann (1977) y Hains (1978), investigaron 1a
biotransformacisén da diferaentes darivadoz de digitoxinas sus pri-
maros exparimantos mostraron que la (A-maetildigitoxina, aera trans-
formada cuantitativamente a [i-metildigoxina. Esta dltima ez usadm
como medicamento, v hasta ahora es obtanida por la metilacidon qui-
mica de la digoxina.

Usando cultivos en suspensidn, estos autores hicieron una se-—
leccién de cepas, con el propdédsito de encontrar lineas celulares
con mejor capacidad de hidroxilacidn. Estos cultivos =ze iniciaron
con plaintas doe plto contenido de glucédsidos €, estableciendo tres
tipos de cepas.

a) cepas que efectdan reacciones de desmetilacidn v glucosilacidn
tfigure 10).

Esta primer grupo de capas (128, 293BHL, 447, 445, 130, 228,
S08 v 216), carecen de la capacidad da hidroxilar la [F-metildigi-
toxina en C-12, solamente la dasmatilan v glucosilan produciendo
el purpdrea glucédsido A. La cepa 447, también produce lanatésido A
en muy pequeifas cantidades. En los experimontos com la cepa 216,
solamente pudieron detectarsa trazas de PA vy casi todo el sustrato
aNadido permanecidé inalterado (Heins, 1978).
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b} Cepas que realizan la hidroxilacion en C~12, conectada simulta-
naeamente con desmetilaciones, 9lucosilaciones v acetilaciones
(figura f1).

Las cepas 9-14, 10-2, 347, B2, 72, 293, 23-17, 364, El, E2 ¥
22-6 de D. lanata representan un segundo grupo, cuya caracteristica
regside en la capacidad de hidroxilar el sustrato en C-12. Sin em-
bargo, simultaneamente estas cepas desmetilan la fg-metildigitoxina
y 1la glucosilan a purpdrea 9lucdsido A. Por otro lado, el producto
principal de la reaccion puede ser PA (con la cepa E2Z2) o fB-metil-
digoxina (con la cepa 9-14). También pueden formarse pequeltias can-
tidades de LLC o DC {(Heins. 1978).

c) cepas que efectuan la hidroxilacidn selectiva en C-12 (Figura
12).

Un tercer grupo de cepss, 291, 287, 285 v 72D de D. lanata
hidroxilan el sustrato casi cuantitativamente a fi-metildigoxina.

Tales cepas fTueron seleccionadas, para la implementacidn de
un proceso técnico de biotransformacidn de glucdsdsidos A a C
{Al fermann v <ol., 1977: Heins, 1978).

1.8.5. Biotransformacidén de fi-metildigitoxina en bioreactores.

El propédsito de usar las reacciones de biotransformacidn,
efectuadas por cultivos de células vegetales en una escala mayor,
condujo a varios investigadores a reproducir en bioreactores, lo=
resultados obtenidos con matraces agitados.

E£n la mayoria de los casos reportados, fueron usados bioreac-
tores agitados mecAnicamente (Kato, 19753 Yasuda, 19723 Naguchi.,
1977}, asi como tambidan columnas burbujeadas (Kato vy Shimizu,
1975) vy reactores "airlift" (Wagner, 1977: Vogelmann, 1978}).

Wahl (1977), rerorid que los cultivos celulares de Digitaltis,
zon sensibles a la agitacidédn y no pueden por lo tante efectuar las
reacciones de biotransformacidn en reactores con agitacidén mecani-
ca. El reactor "airlift". que se caracteriza por dar bajos esfuer-
zos de corte, fue usado por Wagner y Vogelmarn, quienes mostraron
que la formacidén de metabolitox secundarios, por cultivos celula-
res de Morinda, fue mis alta en este raactor que emn cualquier obtro
tipo. Por lo tanto, los exparimentos posteriores, con cullivos de
Digitalils, se efectuaron en un reactor Yairlift” con un volumen de
Lrabajo de 20 litros. Las cepas probadas fueron la 72L, E1, 291 vy
287, que al igual que en los exrerimentos a nivel de matraz, difi-
riaron grandemente una de otra con respecto a su capacidad de
hidroxilacidn, A pesar de algunas desviaciones, en general los re-
sultados obtenidos con cultivos en matraces pudieron reproducirse
en el bioreactor. En contraste a los experimentos a nivel de
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matraz, la cepa 72L produioc cantidades bajas de A-metildigoxina,
cuando se afiadid f-metildigitoxina durante la fase de crecimiento
v Nno e reguld el pH: siendo el producto principal purpurea glucsd-
sido A. En los experimentos, ajustando el pH a &, solamente ocu-
rria la hidroxilacidn en C-12, y despuéds de 24 dias de incubacidn
se obtenian aproximadamente 20 mg/1 de fi-metildigoxina.

Enn los cultivos con las cepas 291, 347 vy 287, ho fue necesa-
ria Ia regulacidn del pH durante la fase de crecimiento vy estacio-
naria, para la produccidn de g-metildigoxina. Dicha produccidn fue
de 1.96 g a los 1] dias de incubacidén con F-metildigitoxina, la
cual fue aMadida cinco veces en dosis de 800 mg durante el periodo
de incubacidn.

Con la cepa 287 se obtuvieron velocidades altas de biotrans-
formacidn, dicha cepa, pudo transformar incubacionez repetidas de
40 mg/l de medic del sustrato en un periodo de dos dias. A los
cinco dias del cultive, fue adicionada la [I-metildigitoxina disu-
elta an eatanocl y postariormente la adicidn se realizdo cada tercer

‘dia, da tal manera que a los 26 dias de incubaciédrn =me produjeron
400 ma/l de fi-metildigoxina. Este proceso se mejord posteriormente
cambiando el etarol por metanol como disolvente del susterato, re-
portandose la formacidn de 475 mg/l de p-metildigoxina durante 14
dias de incubacidn. Ademas de la 3-metildigoxina, se formaron tam-—
bié¢n cantidades bajas de PA v DC que se encontraban en la fraccidén
del tejido, mientras que aproximadamente el 90 X de la [S-metildi-
goxina, pudo recuperarse del medio de cultivo. Se observé que ni-
veles de sustrato mas alto de 40 mg/l1l son téxicos para la célula.

2. OBJETIVOS.

- Determinar lax condiciones adecuadas para el establecimianto del
cultivo da tejido calloso vy del cultivo de células en suspensiidn
de Digitalis purpurea.

- Estudiar el cultivo de células en suspensidn, como un sistema de
biotransformacidn de glucédsidos cardiacos.
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3. MATERIAL Y METODOS. - L
3.1.1. Reactivos.

Todos los reactivos utilizados fueron marca. Baker grédofjana+ 
litico, mientras que las vitaminas, fitohormonas y glucdsidos car-
diacos fueron marca Sigma o Aldrich. - S

3.1.2. Material biolédgico.

Las semillas de D. purpurea, se recolectaron en Huauchinango,
Puebla, Km 37 de la carretera Tulancingo-Poza Rica sobre el puente
Totelapa (Presa Necaxal). Con dichas semillas se implementd un
cultivo (en suelo) en Tepetlixpa, Edo. de México. Las semillas.
usadas en este estudio, fueron recolectadas de este Galtimo.

3.2. Méatodos.
3.2.1. Desinfestacion v germinacidén de semillas.

Las plantas normalmente se encuentran contaminadas fFor un am-
Plio rango de microorganismos que no son patogénicos bajo condi-
ciones normales, sin embargo cuando el tejido u drgano es cultiva-
do "in vitro" en un medio enriquecido, el crecimiento de los mi-
croorganismos es acelerado a un grado tal, que puede limitar el
desarrollo de las células vegetales. Debido a é¢sto, muchos inves-—
tigadores prefieren emplear comoe fuente de material vagetativo &
rlantulas obtenidas de semillas germinadas bajo condicioies asép-
ticas. Loz métodos y productos utilizados para 1la desinfestacién
de las semillas, varian de acuerdo a las condiciones en <ue se de-
sarrolle la planta v a la disponibilidad de Jjos desinfestantes.
Diversos compuestos quimicos han sido utilizados para la desinfes-
tacidn superficial, destacando entre elleos las soluciones de blan-
queadores comerciales a base de hipoclorito de sodio (Villegas,
1985).

Con el propdsito de efectuar la germinacidn de semillas en
condiciones de asepsia, éstas fueron sometidas a diferentes Lrata-
mientos de desinfestacién, para lo cual utilizamos agua oxigenada,
hipoclorito de sodio v etanol, a diferentes concentraciones vy
tiempos de exposicion como se indica en la Labla 2.



TABLA 2. DESINFESTACION DE SEMILLAS DE D. purpurea-.

e e o 8 ke B e e e e o e 8t = e B o e e o e e

Agua oxigenada  Etanol Hlpoclorlto de sod1o,*"ﬁ“

Tratamiento 15 % 3% 70% T lzd wiv RN

1 10 min.

2 20 min.

3 20 min. . L S

4 g "1 ming. 10 min.

S5 : 1 min. 20 min.

6 20 min. o :

7 oo 20 + 5 mina

* Cloralex (3 X de cloro activo).

Las semillas luego de ser sometidas a la accidén de los dife-
rentes desinfestantes, siempre fueron enjuagadas 3 o 4 wveces con
agua destilada estéril.

El tratamiento 7 difirid del resto, debido a que después de
exponersa las semillas al hipoclorito de sodio por 20 min. Yy Ser
enjuagadas, 4#stas se dejaron en remojo durante 24 horas, al cabo
de las cuales se continusa el tratamiento con hipoclorito por 5 mi-
nutos mas.

Las semillas desinfestadas se sembraron en frascos previamen-
te esterilizados, que contentan una cama de algodén humedo, y Se
incubaron a 28 grado= centigrados en fotoperiodo de 16 horas.

Para cada tratamiento de desinfestacidn, se sembraron 20
frascos con 50 semillas cada unco, el porciente de contaminacidn se
calculd contando las semillas contaminadas después de una sSemana
de incubacidén.

En lo que se refiere al porcentaje de germinacidn, éecste se
obtuvo contando las semillas que germinaron después de un mes de
incubacidén.

3.2.2. Composiciéan v preparacidn de los medios de cultivo.

LLos medios de cultivo empleados, fueron los de Murashige-Skoog
(1962) y Schenk-Hildebrant {(1972), denominados MS y SH respectiva-
mente (tabla 3), suplementados con las fitohormeonas 2,4-diclorofe-
noxiacético (2,4-D = A), Aacido indolacéetico AIA = B), acido
naftalenacético (ANA = ) v 2,4-D + cinetina (D), a diferentes
concentraciones como se muestra en la tabla 4.
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Para los estudios correspondientes a la induccidn v creci-
miento del tejido calloso, los medios se prepararon =2n la sigumen-
ta forma: los macro y micronutrientes enn solucidn, =e mezclan per-
fectamente con la Sacarosa, se llevanm a un volumen determinado corn
agua destilada y se ajusta el pH a 5.8, posteriormente se adiciona
el agar a 0.7 ¥ v se esteriliza esta parte en autoclave a 121 gra-
dos centigrados por 195 minutos. La parte organica s=se mezcla por
separado, se ajusta el pH a 5.8 v se pasa a travéas de un filtro
millipore estéril. Posteriormente se mezcla con la parte inorgani-
ca préviamente esterilizada, v se vacia el medio en frascos esté-
rile=s. La operacién de mezclado v vaciado del medio se realiza
condiciones asdpticas. En los experimentos de cultivo en  suspen-

sidn, el medio se prepara en la forma antes descrita, omitiendo la
adicidén de agar.

en

TABLA 3. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

—— . ————— T ——— o’ T T —_ o 7= = A ———

Medio Medio

Sales Murashige-Skoog Schenk-Hildebrant
mg/l ma/l

CaClz.2H20 440.0 200.0
MH4NQOa 1650.0 -
KNOa i900.0 2500.0
KHzF04 170.0 -
MaS0e. 7HzO 370.0 400.0
KI 0.82 i.¢
MH4H2POs —— 300.0
CoClz. 6Ha0 0.025 0.1
HaB0Os 6.2 5.0
NazMoOe., 2Hz0 0.25 0.1
MNS04. 4H20 22.3 10.0
CuS0s. SHz0 0.925 0.2
ZnS04. 7H20 8.6 1.0
FeS0a4.7H20 27.89 15. 0
NazEDpTA 37.3 20.0
Inositol 100.0 i00C.0
Ac. nicotinico 0.5 S.0
Piridoxina-HCl 0.5 0.5
Tiamina-HC1 0.1 5.0
Glicina 2.0 -
Sacarosa 30000.0 30000.0
Agar 7000.0

T . ———— A e A — i b AT T —— Y i
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TABLA 4. CONCENTRACION DE FITOHORMONAS.

P o R e 28 e o o T o e e e

Fitohormonas - .~ Medio * Medio
{mg/1)" - Murashige-Skoog Schenk- Hxldebrant
2,4-D : : :
0.0 _ MS-0 - SH-0
1.0 MsS-A1 SH-A1
2.0 MS-A2 SH-AZ .
3.0 MS-A3 SH-A3
AlAa
1.0 MS-B1 SH-B1
3.0 MS-B3 SH-B3
S.0 MS-BS - SH-BS
ANA
1.0 MS-C1 SH-C1
2.0 MS-C2 SH-CZ
3.0 MS-C3 SH-C3

2,4-D/Cinetina
1.0/1.0 MSD SHD

A — T —— T —— P T = P — v ———— e — T —— i — —

A = 2,4-D1 4acido 2,4-diclorofenoxiacético.
B = AIA: acido i1ndol acético.
= ANA: Acido naftalén acético.

3.2.3. Induccidn del tejideo calloso.

Dependiendo del explante, la proliferacién del callo pueaede
surgir del cambium, cortex, floema o del parédnquima del xilema. Al
callo lg toma de 3 a 8 semanas alcanzar un tamafo adecuado para
poder =er resambrado por transferaencia del tejido a medio fresco.
Urna ver que e)]l callo ha sido establecido, deba dividirse y resem-
brarse a intervalos ragulares (cada 3 o 4 semanas).

Ern la produccidn o biotransformacidn de metabolitos sacunda-
rios es importante establecer si axiste dependencia entre la for-
macidn del metabolito y el crecimiento del tejido calloso. S5i lo=
callos de D. purpurea, retienen la actiwvidad para producir cardio-
tdnico=, es posible garantizar la preasencia del sistema enzimatbtico
para llevar a cabo reacciones de biotransformacidén.

Con el fin de establecer el tejido calloso, se tomaron los
cotiledones de plantulas de D, purpurea de un mes de edad, Yy Sse
sembraron en los diferentes medios de cultivo. Este procedimiento
se afectud en condiciones de asepsia.
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Se colocaron cuatro pares de cotiledones por frasco, en un
total de diex frascos por cada tratamiento; se incubaron a 28 gra-
dos centiarados en fotoperiodo de 16 horas.

El porcentaje de induccién de tejido calloso, regeneracidn de
la planta v callo con ralces, se determind contando los explantes.,
que dieron las diferentes respuestas después de seis semanas de
incubacidén.

3J.2.4. Determinacion del crecimiento del tejido calloso en medio
s4lido.

a) Cindticas de crecimiento para determinar el nimero de resiem-
bras en los medios MS Y SH.

A las seis semanas de incubacidn del tejido calloso inducido
a pPartir de los cotiledones, se realizd la primera resiembra en
medio fresco, posteriormente se efectuaron las resiembras subsi-
guientes cada tres semanas, evaluando en cada resiembra el aumento
en peso fresco por frasco. Esto se realizd por transferencia del
tejido a un frasco con medio nuevo, previamente tarado; la dife-
rencia de peso dié el valor de peso hamedo.

b) Cindticas de crecimiento del tajido calloso en medio SH.

A las seis semanas de incubado el tejido calleoso, se hizo la
evaluacidn de é&ste, se resembrd un gramo de callo en medioc fresco
¥ se incubd por cuatro semanas mas. Cada semana se tomaron allicuo-
tas que Tfueron evaluadas por los parametros siguientes:

Peso htmedo: se tomd el tejido v se transfirid a un  vial previa-
menta tarado, se pessd v la diferencia de peso did el valor de peso
humedo.

Paso seco: se colocd el tejido en cajas de petri puestas previa-
mente a paso constante, Sse secaron a 90 grados centigrados por 24
horasy =se pesaron y la diferencia en paso did el valor de este pa-

rametro.

Presencia de cardiotdnicos en tejido calloso: un grameo de tejido
calloso puesto en maceracicon durante 24 horas con 5 ml de una mez-—
cla cloroformo-metanol 1:1, se homogeneizd y Filtrd {lavando con
la mezcla el homogenizador vy el residuc), el filtrado se recogidé
en un matraz baldén, se evapord casi a sequedad v se redisolvid con
5 ml de agua: la muestra se traté con heptano para eliminar lipi-
dos. Finalmente la fase acuosa se extrajo con 3 ml de cloroformo
Por tres veces. La deteccisdn de cardioténicos se efectud por cro-
matografia en capa delgada de silica gel, con un sistema da elu-
cidn gloroformo-metanol 9:1, vy con ayuda de estandares de refe-
rencia. Los compuestos se detectaron por revealado con solucidn de
Acido tricloroacéatico-cloramina T v calentamiento a 100 grados
centligrados.



3.2.5. Establecimiento y subcultive de células en suspensidn.

Los cultivos de células vegetales en suspensidn, proporcionan
una poblacidn de células relativamente homogénea, accesible a
substancias quimicas arlicadas exédgenamente. La mayoria de los
cultivos en suspensidn, se obtienen transfiriendo whna masa de
callo friable a medio liquido, de la misma composicidn que el usa-—
do para el crecimiento del callo. En el primer subcultivo en medio
fresco, se remueven los agregados grandes del indculo inicial.
Para cada linea celular, hay un tamafio de indculo minimo, abajo
del cual el cultivo no crece. El crecimiento de los cultivos en
suspenslion, puede ser monitoreado midiendo uno o mas de los siguil-
entes parametros, volumen del paquete celular, ntumero de células,
paso fragsco o seco, contenjido de proteina o DNA y viabilidad celu-—
lar {Morris, 1985).

a) Inicio del cultivo en suspensidn y determinacidn de la cinética
de crecimiento.

Se tomaron S5 g de tejido calloso peso fresco, ¥ se deposita-
ron en matraces Erlenmever de 250 ml gque contenian 50 ml de medio
nutritivo, adicionado de la misma concentracidén hormornal que didé
origen a dicho tejido. Se colocaron en un bafioc metabdlico a 28
grados centigrados y con una agitaciodn reciprocante de 1060 r.p.m..
lLLa cindtica de crecimiento se efectud tomando 3 ml del cultivo a
diferentes tiempos y evaluando los siguientes parametros:

i} Peso smeco: la alicuota del cultivo de células en suspensidn,
se filtrd sobre papel filtro a peso constante, se secd por 24 ho-
ras & 90 grados centigrados, se pesd y la diferencia en peso did
el valor de esta variable.

ii) Determinacidn de azticares totales. Se llevd a cabo por el mé-—
todo de la antrona (Spiro, 1956).

Preparacidn del reactivo: se disolvieron 200 mg de antrona en 100
ml de Acido sulfuarico al 95 Z.

Se tomé uma alicuota de la muestra problema, 5e depo=itd en un
tubo de ensaya y se llevd a un volumen final de 1 ml con agua des-
tilada, z=e colocaron lo= tubos en un baMo de hielo y se alNadieron
{resbalando eor la pared) 2 ml de reactivo de antrona, de modo que
las capas no se mezclaran. Al cabo de 2 o 3 minutos se mezclaron
perfectamente, la solucidn adquiridé entonces una coloracidén verde,
e llevaron los tubos a un bao de agua hirviente, donde se mantu-
vieron por 10 minutos. Una vez frios, sa procedid a efectuar la
lectura de las muestras a 620 nm. Los valores obtenidos se inter-~
polaron en la curva tipo (figura 13) establecida con una solucidn
de glucosa de 0 a 100 u9/ml.
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b} Subcultivo de las células en suspensidén.

Se tomaron 25 g de tejido calloso peso Ffresco y se colocaron
en un matraz Erlenmeyer de 1 1 con 250 ml de medio nutritivo. Se
incubd en un bafo metabdlico a 28 grados centigrados y con una
agitacidn reciprocante continua de 100 r.p.m.. Se tomd una alicuo-
ta de 20 ml al tiempo de maximo crecimiento {determinado previa-
mente en los experimentos de establecimiento, para cada cultivo),
y se adicionda a matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenfian 30 ml
de medio fresco. Las cindticas de crecimiento, se efectuaron to-
mando alicuotas de S0 ml a diferantes tiempos, evaluando los para-
metros da peso seco y azlUcares totales.

3.2.6. Ezstudios de biotranzformacidn de digitoxina y [F-metildigi_
toxina.

Los experimentos se efectuaron en los subcultivos, a los tres
dias de incoculados, por adicidén de 1 m9 del sustrateo a transfor-
mar; previamente disuelto en 1 ml de metanol al S0 % v esteriliza-

do por filtracidn.

Las cindticas de biotransformacidn ce determinaron tomando a
diferentes tiempos de incubacidn, una alicuota de 50 ml, donde se
evaluaron los siguientes parametros:

i) peso seco.
ii) azdcares totales.
iii) deteccién de cardiotdnicos en el medio de cultivo.

El filtrado recuperado al separar las células para la deter-
minacidn de peso seco, se depositd en un embudo de separacidn y se
extrajo con 10 ml de cloroformo por tres veces. Estos extractos se
reunieron vy se evaporaron a sequedad a presidn reducida. El  resi-
duoc se redisolvid en 0.5 ml de cloroformo-metanol 131, de esta so-
lucidn se depositd una muestra en una placa cromatogrifica de si-
lica gel, asi como los estandares de referencia. La placa se desa-
rrollo en un sistema de disolvente cloroformo-metancl 9:1, los
complLastos se detectaron por revelado con soluciédn de acido tri-
cloroacético-cloramina T ¥y calentamiento a 100 grados centigrados.

3.2.7. Estudio=s de biotranzformacién de digitoxina, en medios de
cultivo modificados.

Lazs dos modificaciones a estos medios se indicanm a continua-
cidn: en el medio de cultivo se sustituys el 2,4-D por AIA a 1la
misma concentracidn, identificando cada medio con su  respectiva
clave y en paréntesis la modificacidn. En el medio basal se incre-
mentd 4.7 veces la cantidad de NH«Hz2PO4, manteniendo la misma con-
centracidn de auxina. La identificacidn de exstos medios se hizo
como en el caso anterior. Las cindticas de biotransformacidén se
realizaron como se indic® en el punto 3.2.6..
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4. RESULTADOS Y DISCUSION,
4.1. Desinfestacidn y germinacicon de las semillas de D. purpurea.

En la seleccidn del tratamiento de desinfestacidn de las se-—
millas de D purpureca, basicamente se emplearon tres tipos de agen-
tes desinfestantes, encontrando que el mejor fue el tratamiento 7,
ver tabla 5, dicho tratamiento comprende una exposicion al hipo-—-
clorito de sodio (1:1 v/v) de 20 minutos, seguido por un remojc de
24 horas, y finalmente la exposicidn por 5 minutos en la misma so-
lucién desinfestante. Esta concentracién de hipoclorito de sodio y
tiempo de exposicidn =on muy altos comparados a los reportados por
Staba (1962) para las semillas de D. purpurea y D. lanata, lo cual
pueadae ser atribuldo a la procedencia de las semillas.

TABLA 5. RESPUESTA DE LAS SEMILLAS DE L. purpurea A LOS TRATAMIEN-
TOS DE DESINFESTACION.

g " —— i — ——— v T A o o T A

Tratamiento % Contaminacidn
1 (Hz20z 1S %, 10 min.} S0.0
2 {(Hz20z 15 X, 20 min.) 10.0
3 (H20z2 30 2 20 min.) 21.0
4 f{etarol 1 min., hipocl.1:4, 10 min.} 6.6
5 (etanol 1 min., hipocl.1:4, 20 min.) : 87.5
6 (hipocl. 1:4, 20 min.) 25.0
7 (hipocl. 1:1, 20 min.: 5 min.) 0.0

o —— i - —— T a T — ——— — — — —a —L — ——— ——— - —

Respuesta: ¥ de contaminacidn a los 10 dias de incubacidn.

Las pruebas de germinmacién, con las semillas de estos trata-
mientos, mostraron que el tratamienteo 4, promueve la germinacién
en un 20 ¥, mientras que el 7 lo hace en un 95 Z%. Cabe sefalar que
este dltimo tratamiento, did una respuesta mAs consistente y homo~-
génea en cuanto a la germinacidn de las semillas, por lo cual fue
el seleccionado.

4.2, Efecto de lo=s reguladores de crecimiento en la induccidn del
tejido calloso.

De los diferentes medios de cultivo ensayvados (tabla 6}, so-
lamente los suplementados con 2, 4-diclorofenoxiacéetico a diferen-
tes concentraciones, fueron capaces de inducir la formacién del
tejido calloso en los cotiledones. Estos resultados estin acordes
a lo reportado por varios investigadoraeas {(Furuya, 1970; Garve,
1980 Gurny, 1980; Hagimori, 1980 v Staba, 1962), en ensayos con
diferentes especies y aexplantes de Digitalis.
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El efecto gue tuvo el Acido naftaléen acético sobre los ex-
plantes ensayados, fue la formacidn de tejido calloso con raices
abundantes (tabla 4). Este resultado ec similar al reportado por
Staba (1962) con semillas de . purpureac ¥y D, lanatae en el medio
Murashige-Skoog, suplementado con &6 p.p.m de AMA. Hagimori (12980)
observa el mismo comportamiento en plantulas y haojas de seis espe-—
cies de Digitalis, en medio MS adicionado con 2 p.p.m. de ANA.

Finalmente los medios ensayados a tres concentraciones de a-
cido indolaceético, indujeron la regeneracidén de la planta completa
tabla (&). La respuesta de diferentes explantes de DHgitalts a la
accidn de AlIA, ha presentado variaciones muy notables. Luy y Staba
(1979), reportan que los cotiledones de D.tanata en medio MS  con
F p.p.m. de AlA forman callos con ralces, esto mismo fue observado
par otros investigadores (Gurny, 1981) con plantulas de O purpurea
en medioc MS con 1 p.p-m. dc AIA v 0.1 p.p.m. de cinetina. Hagimori
y col. (19B2) han encontrado que la plantula de D, purpurea induce
tejido calloso en un medioc idéntico al reportado por Lui y Staba.
En tanto Rucker (1976), reportd que los explantes de hoja de D,
purpurea sobre medio de Heller, faorman raices a una concentracidan
de AIA de ©0.01 p.p.m., y que el tejido responde a un incremento de
10 p.p.m. de AlA, mejorando la formacisn de ralces.

En nuestro caso leos resultadps obtenidos discrepan totalmento
con estos reportes, ya que los cotiledones tomados de la plantula

de un mes € inoculados en los medios MS vy SH con 1y 3 y 9% p.p.m.
de AIA, crecieron y desarrollaron la planta completa.

El desarrollo de la planta, fue también observado en los tes-—
tigos (tabla &), comportamiento igualmente reportado por Lui vy
Staba. No obstante, una diferencia significativa entre las plantas
desarrolladas en medio con AIA vy ésas de los testigos, fue el ma-
yvor contenido de cardioténicos determinado en las primeras. Estos
datos no se muestran en el presente  trabajo, paor considerarlos
fuera de los obietivos preoepuestos, aunque actualmente son  abieto
de estudio en nuestro laboratorio.
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TABLA &. EFECTO DEL MEDIO NUTRITIVO, REGULADORES DE CRECIMIENTO . ¥
SU CONCENTRACION. SOBRE LOS COTILEDONES DE D. purpurea,

e s e o e s e o ) _._.,._.__.....__......._...__._..—_._..- - ———— - ——

i tohormona Hedin ) :
mg/1 D Hurash;ge—Skuog - - Schenk-Hildebrant
2,4-D o SR % 'de induccisn de tejido calloso
1 S MB=AL T 80 SH-A1 100
2 S - HMS-A27 100 - . SH-AZ2 100
3 ) MS—AZ 100 SH-A3 97
1 2,4-D/1 cinetina = MSD: - 100 SHD T100
Aln 7 de regeneracisn de planta :
MS—-0 F0 SH-0 80 . e
1 MS—B1 95 SH-BY 95
3 . ) MS-~B3 70 T BH-B3.. - 3
5 M5—-BS 50 SH-BS
ANA 7% de induccidén de te;ido callosu
1 MS-C1 87 . SH-CY
2 mMsS—-Cc2 93 T gH-C2"
3

MS—-C3 {0

_SH?C§;

4.3. Determinacién del crecimiento de tejido calloso en medio
solidao.

a) Lindticas de crecimiento para determinar el namero de resiem-—
bras en lops medios Murashige—~Skoog v Schenk-Hildebrant.

La figura 14, muestra el crecimiento del tejido calloso en
los medios MS y SH suplementados con di ferentes concentraciones de
Acido 2,8-diclorofenoxiacético (2,4-D). En dicha figura observamos
que el medio M5 permitid un mayor crecimiento (peso fresco), el
cual se alcanzdéd a las 12 semanas (JFa. resiembra), en tanto gue en
2] medio SH, }la mayor cantidad de peso fresco se abtuvo a las 195
semanas (4a. resiembral). La influencia del 2,4-D, fue diferente en
cada medio, encontrandose que el medio MS con § p.p.m. de 2,4-D
promueve un mayor crecimiento, micntras que el medio SH presenta
el mismo efecto cuando se adicionan 2 p.p.m. de 2,4-D.

Aparentemente existe una diferencia en el crecimiento del
tejido calloso en estos medios, sin embargo, el andlisis estadi s-—
tico de los reasuvltados, mostréd que no existe una diferencia
significativa entre el efecto de los medios de cultivo, ni entre
las diferentes concentraciones de auxina.
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.

Sin embargo, se encontrd una diferencia notable en 1la
consistencia del tejido inducido en éstos dos medios de cultivo.
Los medios MS produieron callos compactos, a diferencia de los ca-~
llos friables {(disdregables) inducidos en los medios SH.

Esta caracteristica de friabilidad es mnecesaria para el esta-
blecimiento del cultivo de células en suspensidn, por tal razén
fue seleccionado el medic Schenk-Hildebrant.

Las figuras 15 y 16, presentan el error astandar de las cinég-
ticas da crecimiento (Fig. 14) del tejido calloso inducido en los
medios MS y SH respectivamente, mientras que la tabla 7, muestra
Ia velocidad especifica de crecimiento v el tiempo de doblado de
la masa celular del tejido callosoc en el medio SH con 1, 2 v 3
P.-P.M. da 2,4-D.

TABLA 7. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DEL. TEJIDO CALLOSC EN LAS
RESIEMBRAS SOBRE MEDIO SOLIDO SCHENK-HILDEBRANT.

Medio u {1/semana) td (semanas)
SH-A1 0.315 2.2

SH-AZ 0.195 3.5

SH-A3 0.160 4.3

M = dx/dt 1/x = velocidad especifica de crecimiento.

td = 1ln 2/u = tiempo de doblado.

b} Cinédticas de crecimiento del tejido calloso en medio Schenk-Hil
debrant.

Lags cinéticas de crecimiento del tejido calloso en los medios
SH, estandarizando el indculo a I g de pesao fresco {(fFigura 17},
muastran gue el callo alcanzd un crecimiento mavor, evaluado <como
peso fresco, cuando el medic se suplementd c¢on 1 vy 2 PpP.P.nm. de
2.,4~D, respecto a los medios adiciomnados con 3 p.pP.m. de 2,4-D ¥ 1
PaePaeMa + 1 pap.m. de cinetina.

Paor otro lado la duplicacidn de la masa celular {(figura 18),
se alcanzd mas rapidamente en el medioc SH-Af, mientras que la du-
plicacidn mas lenta se presentd en los medios SHD y SH-A3 (tabla
8). Caoamparando los resultados de las tablas 7 v 8, observamos que
un indculo mayor promuaeve un crecimiento maAs rapido.
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TABLA 8. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DEL TEJIDD _CRLLOSDF EN”
MEDIO SOLIDQ SCHENK-HILDEBRANT. )

—— i —— T - = = . T f — n R R . e - -

Medioc M {(1/semana?l td (semanas)
SH-A1 0.62 ' 1.1
SH-AZz : 0.48 : 1.4
SH-AJ 0.46 1.5
SHD 0.34 2.0

= de/dt 1/% = velocidad especifica de cracimiento.
td = In 2/ = tiempo de doblado.

En lo que respecta a la detecciédn de cardioténicos en el
tejido calloso (tabla 9), en el callo inducido en el medio SH-AL,
se hizo mas evidente la presencia de digitoxina que en el tejido
inducide en los otros medios de cultivo. Es importante sefalar,
que el tejido calloso proveniente del medio SH-A3, fue el que pPre-
sentd un mayor contenido de gitoxina.

Lo rasultados del presente estudio sobre el efecto de la
concentracidn del 2,4-D (A}, mostraron que dsta tiene una influen-—-
cia importante en la velocidad de crecimiento del callo de D, pur-—
purea v en la acumulacidén de cardiotdnicos. Los callos inducidos
en el medio SH-A3, presentaron una velocidad de crecimiento lenta
vy un mayor contenido de cardioténmicos, principalmente de gitoxina,
no obstante que en los callos inducidos en 1os medio= SH-A1, SH-AZ
vy SHD, también se deatectd la presencia de estos compuestos. La
avidencia en la literatura, mantiena el punto de vista, que la ma-
xima acumulacidn da metabolitos secundarios, ocurre cuando los
cultivos en suspensiédn disminuven su velocidad de crecimiento. En
este estudio mostrameos que este mismo efecto, se presenta en el
tejido callosoc en medio sélido.

) Las investigaciones sobre la produccién de cardenélidos, POt
cultive da tejidos tn vitre de D, purpurea ha llevado a muchos au-—
tores & conclusiones diametralmente opuestas. Kartnig (1277 do-—
mostrd la presencia de cardiotdnicos en callos de D purpureca vy
D. lanata por cromatografia en cepa dealgada, mientras que para
Hirotani v col, (1977) al iguel que Gurny (1981), la presencia de
exstos compuastos an tejido calloso de D. purpurea fua negativa, rno
obtanta lag grandas cantidades da callo que empleaaron {(carca de
100 g peso Tresco) en aestae sentido nuestros resultados coinciden
con los reportados por Kartnig. Es indudable que la confiabilidad
v la sensgibilidad del método analitico para la identificacion de
cardendlidos, Jjuegan un rPapel importante on la evaluacidn de los
resultados. Por otra parte, la evolucidn de un cultivo iIn vitro,
depende de un gran nimero de parametros qua varlan en funcidn de
las condiciones de experimentacidn, como son : pabrimonic genético
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TABLA 9. DETECCION DE CARDIOTONICOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA
DELGADA, A DIFERENTES TIEMPOS DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO
CALLOSD DE D, purpureaq.

— s P e A . i P g ek T . P e e S s D PR S s il AR e e S S e e

Cantidades relativas de

cardiotdnicos
Cultivo Tiempo Peso fresco Pigitoxina Gitoxina
(scemanas) {g)
SH-A1 0 11.5 ++ +
1 16.9 4+ +++
2 21.3 + 44+
S . 33.5 i+ e
SH-A2 a 13.3 - 4+
1 9.8 - 4+
2 7.9 - -
3 20.84 - +4++
S $51.15 - +++
SH-A3 0 10.7 + ++4
) 4 15.6 + +EFE
2 10.5 + PRy
3 16.0 + ++4+¥
S 29.3 + -+t
SHDP 0 9.4 + +++
1 13.0 + + 4
2 15.0 - PR
3 17.4 - +++
4 23.0 - e
S 0.2 - 4+

—— ks b b ] . T i ey A

- 2z no se detectd; +, ++, +++, ++++ 1 indican el incrementc en la
intensidad da 1la mancha correspondiente al cardiotdnico.

de la planta utilizada para el establecimiento de los cultivos,
seleccidn involuntaria de las cepas al resembrar, composicidn vy
modo de preparacidn del medio, naturaleza y concentracidn de las
fFitohormonas usadas etc.
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4.4. Cin&dticas de crecimiento del cultivo de celulas en:suspensi¢q'

a) Inicio del cultivo en suspensidn y determinacisn de la cinética
de crecimiento. '

lLa figura 19 muestra las cinégticas de crecimiento y el censu-—
mo de axdcares, determinados en el establecimiento de los cultivos
de ceélulas en suspensidn, &n ellas se obhserva que los tiempos de
maximo crecimiento fueron de 18, 21, 10 y 13 dfias para los culti-
vos SH-AL, SH-A2, SH-AG y SHD respectivamente.

b) Subcultivo de las células en suspension.

Las cinédticas de crecimiento de los subcultivos (figura 203,
muestran que el maximo crecimiento para los cultivos SH-A1, SH-AZ
y S5HD se alcanza a los 14, 146 y 14 dias respectivamente. Entos
tiempos fueron mas cortos que los determinados en el estableci mi-—
ento de los cultivos. El tiempo de maximo crecimiento para el cul-—
tivo SH-ATS fue de 13T dias (3T dias mAs largo que para su estableci-
mientc),., Sin embargo, cabe sefalar que este cultivo presenta una
fase de adaptaciédn mas pequefia en relacisn a los otraos.

La velocidad de crecimiento y el tiempo de daoblado (fig. 21,
tabla 10} de los diferentes subcultivos, mostraron que el
crecimiento mas rapido se presente en el cultivo SH-AG.

TABLA 10. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTD DEL SUBCULTIVO DE CELULAS
DE D, purpurea EN SUSPENSION.

Cultivo o (1r7dfas) td (dias)
SH—A1 a.1022 b.7
S5H—-A2 0.124 5.5
5H—-A3 0. 19 3.6
SHD C.1 5.9
M = dx/dt 1/ = velocidad especifica de crecimiento.
td = 1n 2/n = tiempo de dobl ado.

La facilidad de establecer el cultivo en suspensién depende
de su friabilidad, pero aim con un tejido calloso friable, el cul-~
tivo en sugspensidn puede reguerir de un periodo de adaptacian en

merdio biquido. N wsto respecto, o1l cregimiente alcansado | EE T
sl ttvoags BH-N1, SH-A2, SH-A3 v SHD fue menur vy la tasee Sayg  mas
prulongada en relacidéan « 105 resultados obtenidos en el suboulti-

vo, lo que indica que durante este ultimo, ocurre una mejor adap-
tacidn de las células al sistema en suspensidn.
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El mayor crecimiento, y la fase lag mas corta, fueron deter-
minados en el subcultiveo SH-A3. Es importante sefalar el compor-
tamiento del cultivo SH-A3, debido a que en medio sélido, la masa
celular {(callo) crecid lentamente respecto a los otros cultivos,
en cambio en las condiciones en suspensidn, tuvo una adaptacidn
rapida y un crecimiento mavor.

En investigaciones sobre el crecimiento de cultivos en sus-
pensidn de Digitalis, Staba y Lamba (1963), determinarori un  valor
de 3 mg/ml {(peso seco) a las ocho semanas, en un cultivo de célu-
las de D. purpurea en medio MS con S p.P.m. de 2,4-D. Hagimori vy
col. (1982) reportaron que el cultivo de D purpurea alcanzd un
crecimiento de 15 ma/ml (peso seco) a los veinte dias en medio M5
suplementado con 1 p.p.m de AIA, fFfinalmente Garve y Luckrner (1980)
encontraron que el cultivo da ce&lulas de D lanata en medio MS con
1 P.P.m. de 2,4-D v 0.02 p.p.m. de cinetina crecid hasta 12 ma/ml
en ocho dias.

El crecimiento alcanzado por los cultivos SH-A1], SH-AZ y SHD
fue de 7.3 ma/ml a los catorce dias en promedio, a diferencia del
cultivo SH-AJ, que crecid B.5 mg/ml en trece dias. Consideramos
que los cultivos analizados en este estudio, a excepcidn del SHD
crecen y se adaptan bién a las condiciones en suspensidn.

Respecto al crecimiento bajo v lento reportado por Staba, po-
demcs atribuirleo al indculo empleado, 0.2 mg/ml, mientras que el
indcule utilizado en este estudio fue de 1 masml, igual al wusado
por Garve e Hirotani.

Garve y col. reportaron un tiempo de doblado (td) de 1.6 dias
rpara el cultivo en suspensidn de D.lanata de la cepa I, que cre-
cia como una suspansidn fina de agregadox de 10 a 30 células. En
tanto que la cepa V praesentd un td de 4 dias y crecia formando
agregadox celulares organizados (agrupaciones embriogénicas). En
este estudio, los cultivox SH-A1, SH-AZ y SHD presentaron un td de
6.4 dias an promedio, mientras que el cultivo SH-A3 mostrd wun td
de 3.6 dias. A diferencia da lo cbzorvede epor Garve, todos los
cultivos crecieron como una suspensidn fina de agregados celula-
res.
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4.5. Estudios de biotransformacién de digitoxina vy /f-metil digito—
xina.

l.a figura 22, muestra las cindéticas de crecimiento yv consumo
de azticares de los cultivos SH-~A1, SH-A2, SH-A3 y SHD, adicionados
de digitoximna, donde se observa que el mavor crecimiento de las
células m=e alcanzd a los once dias en los cultiveos SH-A1 v  SH-A3,
en el cultivo SH~AZ se obtuvo a los veinte dias, mientras que en
el cultivo SHD se presentd a los diez dias. En comparacién a loas
cultivos originales (tabla 10), el tiempo de duplicacicdn (fig.23 v
tabla 11), =se vid disminulido en los cultivos SH-ALlL, SH-A3 y SHD,
mientras que la velocidad de crecimiento para el cultivo SH-A2
disminuy® considerablemente.

FABLA 11. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES
DE D. purpurea DURANTE LA BIOTRANSFORMACION.

—— ke e Ay B A e B T T AR e} b Sk A ik g . e T = A 4 AR T i —

Cultivo u (17dias) td (dias)
SH-AIL 0.153 4.5
SH-AZ 0.071 9.7
SH-A3 0.40 1.7
SHD 0.14 4.9

= dx/dt 1/% = velocidad especifica de crecimiento.
td = 1ln 2/ = tiempo de doblado.

Los resultados de biotransformacidn dae digitoxina por los
cultivos SH-Al, SH-AZ2, SH-A3 y SHD (tabla 12), indicaron que a
excaepcidén del SH-AZ2, que sdlo transforma digitoxina a gitoxina,
todos lox cultivos tienen la capacidad da transformar la digitoxi-
na a purpurea glucdsido A v B, ¥ el cultivo SHD 1la transforma ade~
mAs a gitoxina.
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TABLA 12. bETECCION DE CARDIOTONICOS EN LAS CINETICAS DE BIOTRANS-
[ FORMACION DE PIGITOXINA, POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DEL-

_ " GADA.
S Cantidades relativas de cardiotdnicos
Cultivo Crecimiento _ Purparea glucdsido
(dias) . digitoxina gitoxina A B
SH-AL . 0 HEEEed - _ - -
LS R S A A A ‘ - o+t EYr
o B R I S SRR - g +44 i ++
o T e R . UOENEI L DEERCEE = £ DR & & 0
SH-AZ 0L e e < =
Sl 4 CarEed - - -
' ra teres : - -
SH-A3 0 b T
R 4. e e
SHD 0 LA 2 R L L T S T
4 ++++ + *
7 ++4 + *

* mancha intensificada en luz U.V. 365 nm.

- & no datectado; +, ++, +++, ++++, +++4%+, ++++++2 indican el in-
cremanto en la intensidad de la mancha correspondiente al cardio-
tAdnico.

L.a biotransformacidn de f-metil digitoxina, ensavada en los
cultivos SH-AZ y SH-A3, mostrd qua esta sustrato fue convertido
por ambos cultivos a digitoxina, gitoxina, purpdrea glucésido A v
purpdrea glucdsido B.

Autores como Alfermann (1977}, Furuya (1970), Heimn= (1978} ¥
Reinhard (1980), han reportado la transformacidn de glucdsidos
cardiacos por cultivos celulares de Digitalis. Sin  embargo, sdlo
Alfermann vy Reinhard han hecho énfasizs en la influencia que tiaene
el disolvente de disoluciédn del sustrato sobre el crecimiento de
lo=s cultivos, =segiin estos autores al metanol disminuve e} creci~
miaento del cultivo de D. lanata. En el presente estudio, la adicidn
de digitoxina en metancl, afectd el crecimiento de los cultivos,
mejorando la velocidad de crecimiento en los cultivos SH-Al, SH-A3
v SHD, ésto se observd por la disminucidn de los wvalores de td,
comparados con los valores de los cultivos sin digitoxina.

Furuyva reportéd en sus experimantos de transformacién de di-
gitoxina por cultivos celulares en suspensidn de O, purpurea, que
este sustrato es convertido a purptrea glucédsido A, B v gitoxiha.
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El purpurea glucédsido A, es obtenido por la glucosilacidn de la
digitoxina, mientras que el purpdrea glucdsido B a= formado por la
glucosilacian de gitoxina, o pPor la 162 hidroxilacidn del purplrea
glucdsido A. Estos resultados fueron obsarvados al analizar la
fraccidn celular de su cultivo.

Reinhard y col., en cultivos celulares de D, lanata, encon-
traron que la digitoxina es glucosilada a purpdrea g9lucdsido A, v
que este Ultimo es hidroxilado en C-12 formando deacetil lanatosi-
do C. La caracteristica importante de su proceso, es que 90 X del
producto se encontrd en el medio, v el 10 % almacenado en las ceé-
lulas.

En los cultivos SH-Al, SH-A3 y SHD, encontramos que éstos
tianan la capacidad dae transformar la digitoxina a purptrea glucd-
sido A y purpldrea glucédsido B, y que s&lo el cultivo SHD 1o hace
ademis a gitoxina. Mientras que el cultivo SH-A2, s&lo transforma
digitoxina a gitoxina. Estos resultados de transformacidén de la
digitoxina a purptirea glucdsido A, B vy gitoxina, concuerdan con
los reportados por Furuya, con la diferencia que nosotros analiza-
mos la transformacidén en el medio.

La transformacién de fi-metil digitoxina, ha sido ampliamente
estudiada en cultivos celulares de D lanata (Heins, 1978), no asi
en cultivos de D. purpurea, la cual se realirxd en el presente tra-
bajo, donde encontramos que este sustrato es tranmsformado a digi-
toxina, gitoxina, purptirea glucéasido A v B.

4.6. Piotransformacidon de digitoxina en medios de cultivo modifi-
cados.

Las figuras 24 v 25, muestran el efecto del fosfato v del a-
cido indol acético sobre el crecimiento de los cultivos SH-AZ vy
SH-A3 respectivamente. Observamos que ambas modificaciones en el
cultivo SH-A2, reducen notablemente el crecimiento, en tanto que
rara el cultive SH-A3, el cambic a AIA mejora el crecimiento al-
canzando un valor de 11 mg/ml a los catorce dias.

La tabla 13 resume 1oz resultados da biotransformacidn de di-
gitoxina en los medios modificados, an €lla =ze ob=zerva <que 1a
transformacidn de digitoxina ocurre ean pequefias proporciones a
purpuraa glucsdsideo B, ¥y una importante.degradacidn de la digitoxi-
Na.
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'TﬁBLA 13. DETECCION DE CARDIOTONICOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA

- DELGADA EN LAS CINETICAS DE BIOTRANSFORMACION DPE DIGITO-
X¥INA POR CULTIVOS CELUW.ARES EN MEDIOS MODIFICADDS.

o Cantidades relativas de cardiotdénicos

Cultivo Crecimiento bigitoxina Purptrea glucdsido B

{dLas)
SH-AZ2 {AIA} (1} +++4t +
: . - +++ +4+4
10 . LX) 4
14 +r 44t
20 +++ ++
SH-A2Z (P04) o +4H++ ' +
6 . +++ 4+
10 ++ _ t+
14 B L X
20 : +++ T
SH-A3 (AIA) 0 + * +++
3 + ¥ s
7 I N e +4+
10 +4+ ) o 4
i4 : - S e
SH-A3 (P0«) 0 B T S ree
a 4+ ¥+
7 ' ++ ++
10 T+t E +
14 - -

* mancha intesnsificada en luz U.V. 365 nm.
-2 o se detectd; ++, +++, ++4++ y +++++: indican el incremento en
la intensidad de la mancha del cardiotdénico.

Los rasultados qua esparibsmos ol modificar el medio de cul-
tivo de acuerdo a lo reportado en la literatura, era una disminu-
citnh del crecimiento y una mavor capacidad de biotransformacidn.
Lo que cbservamos al modificar los cultivos SH-A2 con Acido indol
acético y fosfatos, fue un retraso en el cracimiento de los culti-
vos, paro no una mayor biotransformacion: por el contrario se pre-
sentd una degradacion del sustrato. En cuanto al cultivo SH-A3 con
3 p.P.m. de Acido indol acético, observamos un mayor crecimiento y
una p4ardida en su capacidad de biotransformacidn.

De manera sucinta, los resultados del presente estudio apovan
la hipadtaesis de la influencia determinante Que tienen las fitohor-
monax Yy Bu concentracidn scobre la induccidn y crecimiento del te-
Jido calloso. 5in embargo, a diferencia de otror autores, mostra-
mos que la capacidad de sintesis de cardiotémnicos influlda tambidén
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por las fitohormonas, no se pierde durante el proceso de desdife-
renciacié¢n. Asf{ mismo, nuestros resultados sefialan que la concen-
tracidn de la fitohormona 2,4-diclorofenoxiacético influve en Ila
capacidad de los cultivos celulares de D. purpurea para hidroxilar
y glucosilar a la digitoxina, lo cual no ha sido reportado.
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CONCLUSIONES

Los medios de cultivo Murashige-Skoog y Schenk-Hildebrant con
1, 2y 3 p.p.m. de 1la auxina 2,4-diclorofenoxiacéeético indujeron la
formacidén de tejido calloso en cotiledones de Digitalis purpgurea.

El medio Schenk-Hildebrant suplementado con 1 p.p.m de 2,4-D,
y 1 p.p.m. de cinetina también estimuld la formacion de tejido ca—
lloso. Las caracteristicas de friabilidad de los tejidos obtenidos
en los medios Schenk-Hildebrant, fueron determinantes en su selec-
cidn para el establecimiento de cultivos de células en suspensidan.

La concentracian de 2,4-D influyd en forma importante sobre
el crecimiento y la produccicén de cardiotdnicos del tejido callo-
s0. El tejido calloso inducido en el medio SH-A3 (3 p.p.m. de
2,4-D), presentsd una velocidad de crecimiento lenta y un mavyor
cantenido de cardiotédnicos en relaciédn a los tejidos inducidos en
los otros medios de cultivo.

El comportamiento cinético de las células en suspensién, mos—
tré que el cultivo SH-A3 se adapta mucho mejor a este sistema, ra—
24N por la cual, dicho cultivo seria 21 mas adecuado para conti-
nuar laos estudios de biotransformaciéon a una escala mayor.

Los cultivos SH-Al1, SH-A3S y SHD, presentaron la capacidad de
biptransformar la digitoxina mediante una glucosilacidn en la ter-
cera digitoxosa de la cadena lateral, asi como de efectuar la hi-
droxilacion en C—-1& de la aglicona. El cultivo SH-AZ2 s5lo fue ca-—
paz de hidroxilar la digitoxina en C-16, transformandola a gitori-
na.

Cabe remarcar la importancia que tuvo el 2,4-D sobre 1a in—-
duccidn de tejido callaseo en D. purpurea, asi como el efecto deter-
minante de la concentracidn de esta auxina en el compartamiento
cintético del crecimiento, acumulacidn y biotransfaormacisn en las
cultivos de callo y células en suspension.

Finalmente, este estudioc se presenta como un modelo de enpe-—
rimentacion para el establecimiento de cultivos celulares de Digi-~
talits con la capacidad de efectuar reacciones de glucosilacion e
hidroxilacidn sobre cardioténicos.
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