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Resumen

El metabolismo secundario vegetal ha sido aprovechado por los seres humanos en muchos aspectos,
uno de ellos es el uso en la industria farmacéutica, debido a que una gran cantidad de especies vegetales
producen sustancias con actividad biolégica. Es el caso del género Taxus y el paclitaxel, un diterpeno
con actividad citotéxica empleado como parte de los tratamientos contra diferentes tipos de cancer.
Debido a la gran demanda del fdrmaco, comercialmente llamado Taxol®, y al bajo rendimiento de los
arboles que lo producen, las poblaciones se han visto amenazadas; por lo anterior, el cultivo de tejidos
vegetales se presenta como una alternativa para el aumento en la produccién del metabolito, debido a
la posibilidad de optimizacion de las condiciones de cultivo y aplicacion de técnicas como la elicitacion.
El presente estudio tuvo por objetivo realizar la cuantificacidn de paclitaxel en cultivos celulares de T.
globosa elicitados con metil jasmonato y acido salicilico en diferentes concentraciones, para ello, se
realizd una extraccion selectiva de medios nutritivo y de células para posteriormente identificar por
cromatografia en capa fina el metabolito y finalmente cuantificarlo por densitometria. Los resultados
mostraron que el metil jasmonato da lugar a la secrecién de una mayor cantidad de compuestos
respecto a la elicitacidn con acido salicilico. Por otro lado, al elicitar con acido salicilico, se obtuvo mayor

cantidad de paclitaxel, ademas de que se observd una menor oxidacién en la suspension celular.



Introduccion

México, es uno de los paises con mayor diversidad biolégica en el mundo debido a su historia evolutiva,
extensioén, posicion geografica, diversidad de ecosistemas y presencia de litorales; segun datos del afio
2004 de la Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN), en el mundo se cuenta
con 272 655 especies de plantas vasculares y para México se estiman un 8.59 % de éstas (Villasefior,
2004). La flora de México es de las mas variadas y complejas del planeta (Llorente y Ocegueda, 2008)
lo que aunado a la diversidad cultural de nuestro pais, ha generado un aprovechamiento de las especies
vegetales y con ello un vasto conocimiento de su uso, muchas de ellas empleadas en la medicina

tradicional.

En muchos paises en desarrollo, la sociedad satisface las necesidades de atencidn primaria de salud con
el uso de tratamientos a base de plantas, que contienen sustancias empleadas para propdsitos
terapéuticos. En México, el 17 % de la riqueza vegetal se considera con alguna propiedad medicinal, sin
embargo sélo el 5% ha sido validada quimica y farmacolégicamente (Ocegueda, et.al., 2005), tal es el

I «“",

caso del “tejo mexicano”, nombre comun de una especie mexicana Taxus globosa de la familia
Taxaceae. En Espaiia se han registrado usos tradicionales de otras especies del mismo género para la
curacion de padecimientos como las quemaduras y la incontinencia urinaria, sin embargo, el
conocimiento tradicional también sefala a esta planta como tdxica; dadas estas referencias, el estudio
de extractos de Taxus sp. desembocd en el descubrimiento de propiedades anticancerosas y gracias al

programa de busqueda de sustancias antitumorales, desarrollado por el Instituto Nacional del Cancer

en EUA, se aislo el compuesto activo paclitaxel, comercialmente conocido como Taxol® (Zhong, 2002).

La produccidon de sustancias de importancia farmacolégica como el paclitaxel, ocurre por el
metabolismo secundario vegetal, el cual parte de moléculas provenientes del metabolismo primario y
cuyos productos no estan directamente implicadas en éste, dichos compuestos, llamados metabolitos
secundarios o productos naturales son quimicamente muy diversos y su distribucién es restringida
taxondmicamente, a diferencia de los metabolitos primarios, que se encuentran en todos los

organismos del reino vegetal (Hartmann, 2007; Taiz y Zeiger, 2010).

III

En estudios recientes se sugiere el potencial del “tejo mexicano” para la obtencion de paclitaxel a gran
escala, sin embargo, dada su condicién de especie protegida, es preciso utilizar alternativas que

permitan su estudio sin la necesidad de depredarla; una de ellas es el cultivo de tejidos vegetales (CTV),
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una herramienta biotecnoldgica que permite obtener cultivos de células sin extraer grandes cantidades
de tejido de las plantas silvestres. Una de sus aplicaciones es el estudio de la produccion de los
metabolitos secundarios in vitro, sin poner en riesgo a los organismos en su habitat natural, ademas
pueden generarse lineas celulares y someterlas a tratamientos con el fin de aumentar la produccién de
los compuestos de interés mediante métodos como la biotransformacidn, la transformacidn genética y
la elicitacion. El Ultimo es un proceso muy empleado que consiste en adicionar al cultivo celular una
sustancia con el fin de generar un estimulo, dando lugar a una respuesta bioquimica que aumenta la

produccién de metabolitos secundarios.

En este trabajo se ha empleado el CTV como una herramienta para la obtencidon de paclitaxel por
medios alternativos, estableciendo lineas celulares de T. globosa, y comparando la produccién de

paclitaxel al elicitar con metil jasmonato y acido salicilico.



1. Antecedentes

1.1 Taxus globosa (Schlitdl)

Clasificacion taxonoémica y descripcion botdnica

La especie Taxus globosa fue descrita por Diederich von Schlectendalen | Reino PLANTAE

1838 (Lépez-Upton & Garcia-Marti, 2015), su clasificacién taxondmica | Diyision | CONIFEROPHYTA

se presenta en la fig. 1. Tiene una forma de vida arbérea (6 a 18 mde | (|3se TAXOPSIDA

alto), con un tronco de didmetro no mayor a los 60 cm, es una planta Orden TAXALES

dioica, perennifolia, muy ramificada. Tiene hojas distribuidas en espiral, Familia TAXACEAE

aplanadas, lineares a linear-lanceoladas de 2 a3.7cmde largoyde 2 a -
Género Taxus

3 mm de ancho con una sola vena media engrosada, verde oscuro en el

Especie | Taxus globosa

haz y mas claras en el envés, con hileras de estomas en el envés (fig. 2,
Figura 1. Clasificacion taxonémica

Ay B).
de T. globosa

En etapa reproductiva, los estréobilos masculinos son axilares ubicados en la parte inferior de las ramas
(fig. 2, B), mientras que los estrébilos femeninos estdn ausentes pues los évulos son solitarios, sésiles,
ubicados en las axilas de las hojas, rodeados por varias bracteas membranosas. Las semillas son ovoides

y sin ala, de color café, cubiertas parcialmente por un arilo carnoso de color rojo (fig. 2, C) (Luna, 2003).

Figura 2. Aciculas de T. globosa. A) Haz de las hojas. B) Envés de las hojas y estrobilos masculinos. C) Semilla cubierta
por arilo. Foto Ay B: Earle, 2007. Tomada de http://www.conifers.org/ta/Taxus_globosa.php
Foto C. Tomado de http://www.mexicanconifers.org/coniferales/taxaceae/taxus-globosa


http://www.conifers.org/ta/Taxus_globosa.php

Distribucion geogrdfica y problemadtica ecoldgica

En nuestro pais, el “tejo mexicano” se encuentra en sitios con climas que van de templado subhimedo
a semicdlido, en un intervalo de los 1000 a los 2950 msnm. Estd asociado a bosque templado, bosque
mesofilo de montaia, bosques de pino y encino (Luna, 2003). Es una especie incluida en una categoria
de proteccidn especial en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT, 2010) y se
considera como la especie con distribucidon geografica mds restringida en comparacién con otras del

mismo género (Garcia, et.al., 2012).

Se distribuye en los estados de Chiapas, Hidalgo, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Veracruz (Contreras, et. al., 2010); Garcia y colaboradores (2012) reportan que las
poblaciones con una alta densidad de individuos en Nuevo Ledn y Tamaulipas son aquellas que se
encuentran alejadas de asentamientos humanos y del impacto antropogénico causado por la talay la
ganaderia, ademas mencionan que la distribucidon de algunas poblaciones abarca zonas aisladas con

condiciones muy especificas de relieve, suelo y clima.

Usos e importancia farmacoldgica

La interaccidon de los seres humanos con las plantas ha ocurrido desde tiempos muy remotos, dando
lugar a un conocimiento tradicional que es transmitido de generacién en generacién. Los usos
tradicionales del Taxus sp. se han registrado principalmente en diferentes zonas de Espafia en donde
ha sido empleado para fabricar muebles y con fines medicinales por sus propiedades para aumentar el
flujo sanguineo, para tratar padecimientos odontolégicos y para quemaduras, sin embargo, debido a
su toxicidad no se recomienda para uso popular (Merino, 2004; Blanco, et.al., 2008). Para la especie T.
globosa, son escasos los reportes de su uso, sin ser mencionado el medicinal en México, respecto a la
madera se refiere la fabricacidn de postes, cercas y pilares para sostener casas, ademas de la obtencién

de lefia (Garcia, et.al., 2012).

Se requieren 3 000 arboles de T. brevifolia, especie de la cual se obtiene la mayor produccién, para
obtener 1 kg de paclitaxel, y la demanda en 2012 fue de 250 kg. Dado que especies como T. baccata y

T. brevifolia también son explotadas para la produccion de paclitaxel, se ha realizado un gran esfuerzo



con la finalidad de obtener este metabolito en condiciones que no pongan en riesgo a las especies en

su hdbitat natural (Nomila, et.al., 2012; Xiong, et. al., 2013).

Taxus globosa, ha sido poco estudiado y se reporta junto con T. floridana como una de las especies con
mayor produccion de paclitaxel (400-500 pg/g de peso seco de aciculas), sin embargo se requieren 100
afios para que la planta alcance una talla adecuada para su explotacién (didmetro de 25 cm y 6-9 m de

altura) (Barradas et.al.,2010; Soto et.al., 2011)

Como se menciond con anterioridad, el paclitaxel posee efecto antineoplasico, su mecanismo de acciéon
es por medio de la estabilizacidn de los microtubulos, impidiendo la divisidn de las células cancerosas
(Schiff, et.al., 1979). Aunque su indicaciéon principal es para cancer de mama, ovario, pulmdn, colon,
prostata e higado también es empleado para tratar padecimientos como el sarcoma de Kaposi, la
malaria y la artritis reumatoide (Croom, 1995; Brown, 2003;Mc Guire, et.al., 1989; Senthilkumar, et. al.,

2013; Wang, et.al., 2013).

1.2 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una herramienta que permite estudiar procesos fisiolégicos y
bioquimicos de las células vegetales en condiciones asépticas y controladas con el fin de realizar
estudios de investigacién basica, sin embargo, también puede ser aprovechada para la obtencién
masiva de plantas libres de patdgenos, generacién de plantas transformadas genéticamente,

produccidon de metabolitos secundarios, entre otros (Evans, et. al., 2003).

Pueden usarse diferentes tejidos de la planta (explantes) para la obtencidn de células, pues las técnicas
empleadas se basan en la totipotencialidad celular teoria propuesta por Haberlandt en 1902, la cual
menciona la capacidad de las células para desdiferenciarse y recuperar su condicidon meristematica.
Posteriormente, pueden rediferenciarse en cualquier tipo celular para dar lugar nuevamente a un tejido

y finalmente a una planta completa (George, 2008).

La eleccidn del explante es de suma importancia; para hacerlo adecuadamente se deben tomar en
cuenta diferentes factores como: el tipo de cultivo requerido, las caracteristicas de la planta donadora,
caracteristicas del tejido u drgano y que el tejido se encuentre libre de microorganismos ya que se
establecera en condiciones asépticas (George, 2008).
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Las técnicas de CTV permiten que el desarrollo celular sea de manera organizada o desorganizada. En
el primer caso, la proliferacion celular dara lugar a érganos definidos, como nodos, primordios de hoja,
embriones, etc. Dichos drganos pueden ser individualizados y transferidos a un medio fresco donde
seguiran su desarrollo. Por otro lado, cuando a partir del explante se forman agregados celulares con
crecimiento desorganizado se obtiene un callo, el cual se puede mantener en medios sélidos,

semisolidos o liquidos durante largos periodos de tiempo (George, 2008).

La subsistencia, desarrollo y respuesta de las células de interés, depende en gran medida del material
genético expresado, asi como de las condiciones ambientales y del medio nutritivo en el que se
encuentran. Respecto a éste Ultimo, generalmente contiene sales minerales, vitaminas, reguladores de
crecimiento, aminodcidos, alguna fuente de carbono, en casos especiales antioxidantes y puede o no
incorporar un agente gelificante. Una vez mezclados los componentes del medio, es necesario ajustar
el pH en un intervalo de 5 a 6 ya que en esta condicidn los nutrientes se encuentran disponibles para

las células (George, 2008).
Sales inorgdnicas

De acuerdo con Evans y colaboradores (2003), elementos como nitrégeno, potasio, calcio, fésforo,
magnesio y azufre son requeridos por las plantas en concentraciones milimolares, cantidad considerada
elevada y por ello son llamados macronutrientes. Estos elementos son usados por la célula
principalmente para la sintesis de las macromoléculas (proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos
nucléicos). Por otro lado, los micronutrientes, se requieren en concentraciones micromolares y son el
hierro, niquel, cloro, manganeso, zinc, boro, cobre y molibdeno, estos elementos son de gran
importancia para la célula pues forman parte de las coenzimas. Tanto micro como macronutrientes son

imprescindibles para el metabolismo primario de las células y en consecuencia para su supervivencia.
Compuestos orgdnicos

Para tener un adecuado crecimiento de las células in vitro, el medio de cultivo debe suplementarse con
compuestos organicos como vitaminas y aminodcidos. Las vitaminas, funcionan como coenzimas para
gue se lleven a cabo adecuadamente las funciones del metabolismo, mientras que los aminoacidos son
una fuente de nitrégeno en su forma reducida (Bhojwani, 2013). También es imprescindible contar con
una fuente de carbono, generalmente sacarosa con el fin de reemplazar el carbono que la planta fija

por medio de la fotosintesis (George, 2008).
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Reguladores de crecimiento

En los drganos vegetales, se producen de manera natural sustancias quimicas organicas requeridas en
cantidades minimas para llevar a cabo su funcién, regular procesos relacionados principalmente con la
diferenciacién celular y el desarrollo de la planta. A estas sustancias las conocemos como hormonas
vegetales o fitohormonas y se pueden dividir en cinco clases: auxinas, citocininas, giberelinas, acido
abscisico y etileno (fig. 3) (George, 2008; Evans, et al., 2003 y Davies, 2010). En cambio, los reguladores
de crecimiento o fitorreguladores son sustancias quimicas sintéticas con actividad similar a las
hormonas vegetales o la capacidad de modificar el desarrollo de planta, dichos reguladores son los que

generalmente se emplean en el CTV.

- Sitio de <
Regulador de crecimiento Precursor . . Funcién
biosintesis

Elongacidn celular
Divisién celular
Diferenciacion del tejido vascular
Diferenciacion y desarrollo de raices
Dominancia apical
Tropismo
Retrasa la senescencia de hojas
Desarrollo de las partes florales

Auxinas Triptofano Meristemos

Division celular (en conjunto con auxinas)
Promueve la formacidn de brotes
Desarrollo de cloroplastos
Promueve la expansion de hojas

Citocininas Adenina Raices

Desarrollo de tallos

Tejidos jovenes ., L, .
Inducciéon de germinacion de semillas

. . Gliceraldehido- de brotes ., .
Giberelinas . y Produccién de enzimas durante la
3-fosfato semillas en L
germinacion
desarrollo
Desarrollo de frutos
Cierre estomatico
- L. . , , . Inhibe el crecimiento de raices
Acido abscicico Gliceraldehido- Raices y hojas . ,
Induce el almacenamiento de proteinas en
3-fosfato maduras .
semillas
Afecta la dormancia de semillas
Estimula respuestas de defensa
. . Formacion de raices adventicias
Cualquier tejido . .
. - Senecencia de hojas y flores
Etileno Metionina como respuesta a

Induccién de floracidn en algunas plantas
Apertura de flores
Maduracioén de frutos

estrés

Figura 3. Fitohormonas y sus funciones (Davies, 2010)
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Agente gelificante

Los medios de cultivo pueden ser sélidos, semi-sélidos o liquidos dependiendo del tipo de cultivo celular
gue se establezca. A los medios sdlidos debe adicionarse un agente gelificante que tenga las
caracteristicas de ser inerte y esterilizable en autoclave. El medio sélido funge como un soporte para el

cultivo.

Tipos de cultivo

En el CTV, se pueden establecer diferentes tipos de cultivo celular segin el explante que se utilice:
a) cultivo de drganos, b) cultivo de callo, c) cultivo de células en suspension, d)cultivo de protoplastos,

e)cultivo de polen y évulos.

a) Cultivo de érganos. Es un cultivo con un crecimiento organizado, en el cual las células del explante
tienen una predeterminacion a la diferenciacion. Puede realizarse a partir de érganos definidos (hojas,
tallos, raices, etc.) o de zonas meristematicas (meristemos apicales o de raices) (George, 2008). Este

tipo de cultivos son empleados para la via morfogenética de la organogénesis directa.

b) Cultivo de callo. Son cultivos en los que a partir de un segmento de la planta (hojas, tallos, raices, etc)
se induce a la formaciéon de una masa con crecimiento desorganizado, llamada callo, formada por
células no diferenciadas en un medio sélido enriquecido generalmente con auxinas para inducir la
division celular, que también depende del nivel de hormonas endégenas del explante. El callo comienza
a crecer en las zonas en donde se realizé el corte del explante y se extiende progresivamente hasta
cubrirlo todo; el cultivo se puede mantener por un tiempo indeterminado subcultivando
periddicamente y si asi se desea puede inducirse la diferenciacién celular para dar lugar a érganos

(organogénesis indirecta) cambiando los reguladores de crecimiento en el medio, (Bhojwani, 2013).

c¢) Cultivo de células en suspension. Una vez establecido un cultivo de callo, éste se puede transferir a
un medio liquido para obtener suspensiones celulares. En este caso las células estan en mayor contacto
con el medio nutritivo pues se encuentra en estado liquido y en agitacién constante, lo anterior
beneficia el crecimiento celular y la formacidon de agregados celulares muy pequefios e incluso el
mantenimiento de células individuales. Las células estan poco diferenciadas y presentan paredes
celulares muy delgadas ademds de una gran variacidon en formas y tamafios. Dentro de la suspensién
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celular, las células que se encuentran en agregados celulares grandes, poseen estructuras un poco mas

diferenciadas como las paredes celulares, que son mas gruesas (George, 2008).
d) Cultivo de protoplastos. Es el cultivo de células vegetales desprovistas de pared celular.
e) Cultivo de polen y dvulos. Este tipo de cultivo tiene por objetivo obtener plantas haploides.

En el presente estudio se empled el cultivo de callo para establecer posteriormente células en
suspension, tipo de cultivo seleccionado debido a su mayor proliferacién celular, mayor homogeneidad

y que al agregar el elicitor, todas las células estaran en contacto con éste.

Evaluacion de crecimiento celular en cultivos in vitro

Un parametro fundamental para la caracterizacion de los cultivos celulares el crecimiento celular, de
gran importancia para establecer los tiempos de subcultivo, de transformacidn genética y, como es el

caso de este trabajo, establecer el tiempo adecuado para la elicitacion.

Existen diversas formas de evaluar el crecimiento en cultivos celulares en suspension como son el
conteo celular, el volumen de paquete celular, el peso fresco y peso seco. Para el presente estudio, se
determind el peso fresco y seco. Para el primero, se debe tomar una alicuota de la suspensién celular
para filtrarla con ayuda de un papel previamente pesado, las células se enjuagan para retirar el medio
nutritivo y se drena al vacio para eliminar la mayor cantidad de agua extracelular. Finalmente, se
obtiene el resultado por diferencia de peso. En el caso de la determinacién del peso seco, se realiza el
mismo procedimiento de filtracidn que se usa para obtener el peso fresco y al final se seca la muestra
de células durante 12 horas a 60°C o si es necesario, durante mas tiempo hasta que el peso de la

muestra sea constante.

Al graficar los datos obtenidos por cualquiera de los métodos antes mencionados respecto al tiempo,

se puede obtener una curva de crecimiento que presenta diferentes etapas:
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I) Fase lag: Se observa en los primero dias de establecido el cultivo celular. En esta etapa las células se
adaptan al medio de cultivo y comienzan a procesar los nutrientes que encuentran en él, tienen un

metabolismo activo, sin embargo no comienzan a duplicarse.

I1) Fase exponencial: Las células comienzan a A
reproducirse, lo cual se refleja en un
crecimiento exponencial, sin embargo, este i
crecimiento agotard los nutrientes del

medio de cultivo.

Ill) Fase estacionaria: Debido a Ia

reproduccidon celular, los nutrientes del

Logaritmo de la concentracion de células

medio comienzan a agotarse y por ende, las

células dejan de reproducirse, 0 Tiempo
manteniéndose constante la cantidad de . s .
Figura 4. Fases de la cinética de crecimiento celular

células en el cultivo.

IV) Fase de muerte celular: Finalmente, la falta de nutrientes en determinado tiempo, da lugar a la

muerte celular, observdandose un decremento en la cantidad de células.

En la dltima fase de la cinética de crecimiento, al agotarse los nutrientes, las células se encuentran en
una condicién de estrés, que se refleja en una disminucion del peso fresco y seco. Ante esta alteracion
en la homeostasis metabdlica, las plantas activan un proceso de aclimatacién para ajustar su estado
metabdlico nuevamente activando una red de vias de transduccidén de senales que daran lugar a la
formacion de proteinas para restaurar nuevamente el equilibrio, moléculas senalizadoras derivadas de
la degradacion de membrana, especies reactivas de oxigeno (ERO), asi como compuestos

osmosprotectores y antioxidantes (Mittler, 2002; Mittler, et. al., 2004).

Para determinar algunas caracteristicas del crecimiento de la biomasa, también se pueden calcular
algunos parametros como el indice de crecimiento, la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo

de duplicacion (Arias, 2009).
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indice de crecimiento (IC). Se obtiene con la relacién del peso de la biomasa en la fase exponencial entre

el peso inicial.

Velocidad especifica de crecimiento. En donde se relaciona la cantidad de biomasa en el tiempo que

dura la fase exponencial, se expresa en g/ dia

In 2
td = —
u
En donde:
p= velocidad especifica de crecimiento t = Tiempo en el que finaliza la fase exponencial
X = Biomasa final to=Tiempo en el que inicial la fase exponencial

Xo = Biomasa inicial

1.3 Metabolismo secundario

En las células vegetales, el conjunto de reacciones quimicas que ocurren para la supervivencia y
produccidn de nuevas células es conocido como metabolismo primario e implica procesos basicos como
la fotosintesis, respiracion, crecimiento y desarrollo de la planta. Por otra parte, el metabolismo
secundario es definido como el conjunto de reacciones quimicas que dan lugar a sustancias llamadas
metabolitos secundarios, compuestos de bajo peso molecular formados a partir de moléculas
producidas en el metabolismo primario. La produccién de metabolitos secundarios en la naturaleza es
muy baja debido a que depende en gran medida del estado fisioldgico y de desarrollo de la planta,

ademas de que acumulan de manera diferencial en raices, tallos y hojas (Tang, et.al., 2010).

Los metabolitos secundarios no son indispensables para el crecimiento y desarrollo de las células, pero
si favorecen su interaccion con el medio; se sugiere esta relacién ya que las plantas producen proteinas

gue inducen a un sistema de defensa quimica por medio de los metabolitos secundarios para
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protegerse de microorganismos y herbivoros (Gundlach, et al., 1992; Hartmann, 2007; Taiz y Zeiger,
2010). Las plantas tienen diferentes mecanismos quimicos de defensa: 1) la acumulacién de
compuestos de defensa que se almacenan en una zona determinada, 2) la producciéon de precursores
de los compuestos de defensa, asi como de las enzimas que modificaran a dichos precursores y 3) la
formacién de moléculas de defensa como respuesta al ataque de patdgenos y/o herbivoros (Hartmann,

2007).

Los diferentes mecanismos quimicos desencadenados para una defensa por parte de la planta, son
inducidos porque ésta se encuentra en un estado de estrés, que estd definido como una condicién
desfavorable que afecta el metabolismo, crecimiento y desarrollo de la planta, induciendo una

respuesta para su sobrevivencia (Lichtenthaler, 1998; Gaspar, et.al., 2002; Kranner, 2010).

Paclitaxel

El paclitaxel, comercialmente llamado Taxol, es un diterpeno polioxigenado que se sintetiza a partir del
isopentil difosfato. Se forma por un anillo de taxano y una cadena lateral derivada de fenilalanina
(Cusido, et. al., 2007), fue aislado por primera vez en 1969 de la corteza de T. brevifolia y su estructura

guimica se elucidé en 1971 por Wani y colaboradores (Fig. 5).

aanillzZ

Figura 5. Estructura quimica del paclitaxel.

El paclitaxel es una sustancia aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) desde 1992 para el
tratamiento de diferentes tipos de cancer, entre ellos el de mama, ovario, pulmdn, asi como el sarcoma

de Kaposi. Sumecanismo de accion es por medio de la estabilizacion de los microtubulos de las células,
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inhibiendo su divisién (Neumann, 2009). Una limitante es que en condiciones naturales se encuentra

en bajas concentraciones y la produccion es muy variable entre especies (Van Rozendaal, et. al., 2000).

1.4 El CTV como una herramienta para la produccion de metabolitos secundarios

Una gran cantidad de metabolitos secundarios hoy en dia tienen importancia econdmica pues son
empleados como fragancias, colorantes, saborizantes, insecticidas, fdrmacos, etc., sin embargo, un
factor limitante es su baja produccién en condiciones naturales y la extraccion directa de la planta
traeria como consecuencia la destruccién del habitat; por otro lado, la sintesis quimica no siempre
resulta viable dada la complejidad estructural de los compuestos de interés; por ello, se ha hecho uso
del cultivo de tejidos vegetales como una herramienta para favorecer la produccién de metabolitos

secundarios ( Bhojwani y Dantu, 2013).

El CTV permite establecer un cultivo celular en el que se pueden seleccionar caracteristicas deseables
para la obtencidn de lineas celulares y cultivos homogéneos en condiciones controladas, por lo que
disminuyen los factores que pueden alterar la produccién de metabolitos como la estacionalidad, el
clima o algunas enfermedades. También, con ayuda de esta herramienta, disminuye el riesgo de

extincion de las especies en la naturaleza (Bhojwani y Dantu, 2013).

Algunas de las técnicas para la producciéon de metabolitos secundarios in vitro son la biotransformacion,
inmovilizacion de células, la produccion heterdloga, el cultivo de raices y la elicitacidon. En el primer
caso, se adiciona un precursor que puede ser natural o sintético y las células al integrarlo como parte
de su metabolismo, producen el compuesto de interés. Para la inmovilizacion de células se requiere un
polimero en el que se encapsulan los agregados celulares, simulando la organizacion celular del tejido,
por lo que se presenta una diferenciacion bioquimica, favoreciendo la sintesis de productos naturales
(Neumann, 2009). La produccién heterdloga, implica introducir mediante la transformacién genética la
ruta metabodlica del compuesto de interés en un organismo de rapido crecimiento como las bacterias
(Wilson y Roberts, 2012) y el cultivo de raices se ha empleado ya que éstos drganos tienen la capacidad
de acumular una gran cantidad de compuestos secundarios (Srivastava, 2007). La elicitacion consiste

en la adicidn de una sustancia (elicitor) al cultivo celular, generando una respuesta de estrés.
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1.5 Elicitacion

Cuando una planta es atacada por microorganismos o herbivoros, presenta mecanismos de defensa
gue pueden ser constitutivos o inducibles. Los primeros proveen a la planta una defensa pasiva ya sea
por la estructura de la planta o la acumulacién de compuestos téxicos dentro de las células, sin implicar
la presencia del patégeno, mientras que la defensa inducida es un mecanismo que se activa como
respuesta al ataque de un patégeno, dando lugar a la produccidon de proteinas, muchas de ellas
involucradas en la formacidn de callos, reforzamiento de paredes celulares, biosintesis de enzimas
antimicrobianas y de fitoalexinas que en su mayoria son terpenos e isoflavonoides (Brooks y Watson,
1991; Madriz, 2002). Este tipo de respuestas, son faciles de simular en condiciones in vitro, por ello es
una de las técnicas mas empleadas para la produccidon de metabolitos secundarios, la cual consiste en,
adicionar una sustancia, llamada elicitor, que desencadena en las células una respuesta al estrés. El
elicitor es capaz de inducir un cambio en la respuesta fisioldgica y morfolégica asi como la acumulacién
de ciertas sustancias en las células vegetales, principalmente fitoalexinas, sin embargo, es empleado
comunmente para cualquier compuesto producido en condiciones de resistencia a patégenos (Zhao, et

al. 2005; Angelova, et.al., 2006).

Los elicitores pueden ser clasificados por su origen en bidticos, como hongos, bacterias, virus,
componentes de paredes celulares o sustancias quimicas relacionadas con la defensa de la planta ante
un herbivoro o patégeno (glicoproteinas, polimeros de glucidos, acidos organicos de bajo peso
molecular) y por otro lado los elicitores abidticos son la luz UV, sales de metales pesados, asi como los

compuestos inorganicos (DiCosmo y Misawa, 1985; Zhao, et. al 2005).

Cuando se agrega el elicitor, se pueden inducir varias respuestas de defensa como la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO), la respuesta hipersensible, asi como la produccién de fitoalexinas

(Angelova, et.al., 2006).

Metil jasmonato

Los jasmonatos son un grupo de compuestos derivados del acido linoleico y estan relacionado con la
defensa en las células vegetales. El 4cido jasmdnico es considerado una fitohormona que juega un

importante papel en el desarrollo de las antera y del polen (Taiz y Zeiger, 2010). El metil jasmonato
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(Mela) deriva del acido jasmonico y es parte de las sefiales de transduccidon en los mecanismos de
defensa de las plantas, aumentando su concentracidon endégena en plantas sometidas a estrés. Los
genes que codifican para la biosintesis de los jasmonatos son inducibles y éstos, a su vez inducen la

formacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (Chavez, et. al., 2012).

Acido salicilico

Un mecanismo de defensa por parte de las plantas es la sintesis de acido salicilico, un regulador
enddgeno de crecimiento que participa en la inhibiciéon del etileno también suprime enzimas que
destoxifican a la célula de las especies reactivas de oxigeno (ERO), producidas bajo alguna condicién de
estrés (Klessing, et. al., 2000). En consecuencia hay una presencia excesiva de ERO, lo que da lugar a la
activacién de otros genes para formar compuestos antioxidantes, entre ellos el ascorbato, glutation,

tocoferol, flavonoides, alcaloides y carotenoides (Halliwell, 2006). Por esta razén el AS es empleado

para desencadenar la produccién de metabolitos secundarios en condiciones in vitro.

1.6 Produccion de paclitaxel en cultivos celulares de Taxus sp.

En diferentes estudios se reporta la produccién de taxanos en cultivos in vitro de diferentes especies
del género Taxus (tabla 1). Una alternativa para el aumento de la produccién de metabolitos como el
paclitaxel. Las especies mas explotadas y estudiadas con la finalidad de obtener mayor concentracion
de taxanos son T. baccata, T. brevifolia y T. cuspidata, siendo T. globosa es una especie poco
contemplada en este ambito. En afios recientes se han publicado trabajos que presentan los resultados
de elicitaciones con diversas sustancias como metil jasmonato, acido salicilico, extractos fungicos,
tiosulfato de plata, quitosano, etanol, perdxido de hidrédgeno, entre otros; los elicitores mas empleados

en cultivos del género Taxus son el metil jasmonato y el acido salicilico.

Respecto a la localizacion de paclitaxel en células o en medio nutritivo, inicialmente se reporté la
presencia del metabolito Unicamente en células, pero estudios mas recientes lo han encontrado tanto
en ellas como en el medio nutritivo, no obstante es mayor la cantidad del paclitaxel intracelular que
extracelular (Khosroushahi, et. al., 2006). Lo anterior, podria dificultar la produccién de paclitaxel in
vitro, pues para obtenerlo es necesario lisar las células y con ello perder biomasa potencial para la

subsecuente produccién del metabolito. Se reporta que el paclitaxel no se encuentra almacenado en
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las vacuolas, sino en la pared celular, lo cual puede favorecer la extraccién del metabolito sin afectar la

biomasa (Choi,H., et. al., 2001).

Tabla 1. Produccion de taxanos en diferentes especies del género Taxus. (*Cultivos celulares sin elicitacion)

Especie Produccion de taxanos Referencia
Paclitaxel: 39. 75 mg/L Khosroushahi, et. al., 2006
Paclitaxel: 20.05 mg/L Bonfil, et.al., 2006
Paclitaxel: 32.9 mg/L Rezaej, et.al., 2011
Taxus baccata Baccatina lll: 1.3 mg/L Amini, et. al., 2014

Paclitaxel: 2.47 mg/L
Baccatina Ill extracelular: 1.3 mg/L

Paclitaxel extracelular 1.32 mg/L

Taxus canadensis Paclitaxel: 40.2 mg/L Roberts, et. al., 2003
Paclitaxel: 125 mg/L Zhang, 2000
Taxuyunanina C: 527 mg/L Zhong J. 2002
Taxus chinensis
Bacatina Ill: 14 mg/L Yuan, et.al., 2002
Paclitaxel: 12 mg/L Wuy Lin, 2003
Taxus cuspidata *Paclitaxel 14.78 mg/L Ketchum, et. al., 1996

*Paclitaxel en callo: 0.02 % de extracto en | Fett-Neto, et. al.,1994
peso seco.
*Bacatina lll: 0.043 % de extracto en peso

seco.

Paclitaxel: 86 ug Benitez, 2009
Baccatina lll : 1 pg
Taxus globosa
10-diacetil baccatina lll: 4 ug
10-diacetiltaxol: 21 pg

Cefalomanina: 27 ug

10-diacetil baccatina Ill: 2156 pg/g Barrales y Ramirez, 2013
Cefalomanina: 541 pg/g
Paclitaxel: 115.15 pg/g
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2. Justificacion

La alta incidencia de enfermedades como el cancer ha traido como consecuencia el aumento en el uso
de medicamentos como el paclitaxel, producido por una gimnosperma del género Taxus sp. El aumento
en la demanda da lugar a una extraccion masiva del metabolito en la corteza y follaje de arboles de este

género, poniendo en riesgo su presencia en el habitat natural.

La obtencidn del medicamento por sintesis quimica representa un alto costo, la serie de reacciones
guimicas es muy larga y se obtienen muy bajos rendimientos, por otro lado, la semisintesis requiere

de precursores del paclitaxel, que para extraerlos es necesaria la planta.

Por lo anterior, la elicitacion de cultivos celulares in vitro representa una alternativa para optimizar la
produccién de metabolitos secundarios como el paclitaxel e incluso sus precursores para llevar a cabo

la semisintesis sin utilizar grandes cantidades de biomasa silvestre.

3. Hipétesis

La elicitacién de lineas celulares de T. globosa con metil jasmonato y 4cido salicilico a diferentes
concentraciones, tendra un efecto sobre la produccién de paclitaxel, siendo mayor en aquellos

tratamientos con una alta concentracion de elicitor.
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4. Objetivos

Objetivo general
e Evaluar la produccidon de paclitaxel en lineas celulares de T. globosa utilizando diferentes

concentraciones de metil jasmonato y acido salicilico

Objetivos particulares

e Obtener lineas celulares de T. globosa con baja oxidacién y alta proliferacion celular

e Evaluar la proliferacion celular en cultivos en suspensién.

e Buscar la relaciéon entre elicitor y concentracion del mismo con la produccion de paclitaxel en
cultivos celulares.

e Seleccionar el mejor disolvente para realizar la extraccién de paclitaxel en cultivos celulares de
T. globosa

e Cuantificar el contenido de paclitaxel en extractos de células y medios de cultivo de T. globosa

sometidos a las diferentes concentraciones de Mela y AS.

5. Materiales y métodos

El presente estudio se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de
Bioquimica, de la Facultad de Quimica, UNAM; asi como en el laboratorio de Fitoquimica del

Departamento de Ecologia y Recursos Naturales de la Facultad de Ciencias, UNAM.
Ruta experimental

El trabajo se dividid en dos etapas (fig. 6), la primera correspondid al establecimiento y proliferacion de
los cultivos celulares asi como su elicitacidn y la segunda etapa fue el andlisis fitoquimico de los cultivos

elicitados.

Los cultivos celulares fueron obtenidos a partir de tallos jovenes de ejemplares de la especie T. globosa
donados por el INIFAP. La induccion y proliferacion de los callos fue realizada por el Biél. Diego Padilla
y el Bidl. Josué Barrera. El mantenimiento del callo se llevd a cabo durante seis afios antes de realizar

los experimentos que se reportan en el presente trabajo.
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ETAPA 1 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

|

Mantenimiento de callos de T. globosa (oscuridad, 23 + 2°C) en

medio soélido B5

Establecimiento de suspensiones celulares

(oscuridad, 23 + 2°C) en medio B5

/

Cinética de crecimiento

.

Elicitacién

/

Metil Jasmonato

(50, 100 y 150 pMm)

N\

AN

Acido salicilico

(180, 360, 720 uM)

i

Obtencién de células y medio nutritivo

ETAPA 2 FITOQUIMICA

v

Liofilizacion de células
y medios de cultivo

\4

Extraccidn selectiva

/

Acetato de etilo

N

.

Metanol

/

Obtencién de rendimientos

\ 4

Cromatografia en capa fina
Fase movil: cloroformo-metanol (7:1)

Cuantificacién de paclitaxel

Figura 6. Ruta experimental seguida para la extraccidn y cuantificacion de paclitaxel en cultivos elicitados
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ETAPA 1

5.1 Cultivo de Tejidos Vegetales

Mantenimiento de cultivos celulares

Para el mantenimiento de los cultivos celulares, se usaron medios de cultivo sélidos para callo y liquidos
para suspensiones celulares. Se prepararon a partir de soluciones concentradas de sales B5 (anexo 1) y
suplementadas con vitaminas, sacarosa, antioxidantes, reguladores de crecimiento y aminodcidos
(tabla 2). Todos los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5.7. Los medios se esterilizaron en una

autoclave vertical a una presion de 1.2 kg.cm? y a una temperatura de 120°C durante 18 min.

Tabla 2. Componentes de los medios de cultivo Tax y Taxliq para T. globosa.

Concentracion Concentracién
Componente
(medio sdlido Tax) (medio liquidoTaxliq)

Sales B5

Vit. Kao 100%

Vit. Nitsch

Acido aspartico 0.1275¢g

Arginina 0.175¢g

Glicina 0.07g

Prolina 0.112¢g

PVP 1g

Picloram 10 mg ---

ANA - 25 mg

AlA --- 25 mg

AlIB --- 25 mg

Kinetina 1.1mg -

BA - 1mg

Gelzan 33g ---

AgNOs 2 mg

Sacarosa 3%

pH 5.7
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Los callos obtenidos de la induccidn realizada en el aflo 2010, se mantuvieron en condiciones de
oscuridad a una temperatura de 23 * 2°C, se realizaron subcultivos cada cuatro semanas en el medio

Tax (tabla 2) sin manipular excesivamente el material bioldgico.
Establecimiento de lineas celulares en suspension

Los callos se seleccionaron cualitativamente tomandose en cuenta caracteristicas como: ser
disgregables, tener baja oxidacién y alta proliferacién celular. Los callos seleccionados, se emplearon
para establecer 10 cultivos madre agregando 12 g de callo en 60 ml de medio nutritivo Taxlig (tabla 2)
en matraces de 250 ml. Todos los matraces se incubaron bajo condiciones de oscuridad a una
temperatura de 23 + 2°C en agitacidén constante a 100 rpm. Después de una semana, las suspensiones
fueron filtradas con ayuda de una gasa estéril para obtener cultivos con agregados celulares
homogéneos, se retird la mitad del medio nutritivo viejo para agregar ese mismo volumen de medio

fresco y se mantuvieron en agitacién constante a 100 rpm.
Evaluacion de crecimiento celular

Se tomaron en cuenta diferentes parametros para evaluar el crecimiento celular de las suspensiones.
Para determinar las diferentes etapas del crecimiento de los cultivos celulares, después de dos
semanas, las suspensiones se homogeneizaron y separaron en 10 matraces de 50 ml con 23 ml de
suspension celular cada uno, posteriormente se realizd una curva de crecimiento en la que se muestra
peso fresco y seco de alicuotas que se tomaron a lo largo de 15 dias. El tiempo cero se tomé colocando
1 ml de suspension en tubos de microcentrifuga previamente pesados, se centrifugd a 6000 rpm
durante 10 minutos, posteriormente se elimind el sobrenadante y por diferencia se determiné el peso
fresco de cada muestra. Los tubos se mantuvieron abiertos para que el contenido se secara por
completo y después de 5 dias se registré el peso seco. Cada tercer dia se realizé el mismo procedimiento
y los resultados se expresaron graficando peso vs tiempo de cultivo. Otros pardmetros para caracterizar
el crecimiento de los cultivos fueron el indice de crecimiento (IC), la velocidad especifica de crecimiento

(1) y el tiempo de duplicacién (td).
Elicitacion con MeJa y AS

Una vez obtenida la cinética de crecimiento se determinaron los tiempos para realizar los tratamientos

de elicitacion con metil jasmonato (Mela: 50, 100 y 150 M) y acido salicilico (AS: 180, 360y 720 uM).
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Las concentraciones mencionadas de cada elicitor se determinaron considerando la que generalmente
es usada para elicitar en otros estudios, para Mela de 100 UM y para AS 360 UM. Con esta referencia,
se decidio realizar las elicitaciones con concentraciones mas bajas: 50y 180 UM respectivamente y mas

altas: 150 UM para Melay 720 UM de AS.

Se establecieron las suspensiones celulares en medio Taxlig en 20 matraces, se inocularon 10 g de callo
a 60 ml de medio nutritivo. Después de dos semanas, se retiraron los agregados mas grandes con ayuda
de una gasa estéril y se reunieron todas las suspensiones para homogeneizar la poblacién de células.
Se dejé reposar durante dos horas y se retiraron 900 ml de sobrenadante con el fin de concentrar las
suspensiones y obtener un mayor paquete celular. Se agregaron 320 ml de medio fresco y la suspensién
resultante se separd en 40 matraces de 50 ml, agregando a cada uno 15 ml de suspensién celular. Para

cada tratamiento se hicieron 5 repeticiones.

Los elicitores se disolvieron en etanol grado HPLC y se agregé la cantidad correspondiente de cada uno
al dia tres de establecida la suspension en los matraces de 50 ml; al dia catorce las células se separaron

por centrifugacion (6000 rpm, 10 minutos) y las muestras se almacenaron a -70°C.

ETAPA 2
5.2 Fitoquimica
Extraccion

Las células se secaron por liofilizacién (LABCONCO ©®,Freezone 2.5, 7522800) y se registré el peso seco
de las células, posteriormente, s e realizé la extraccion selectiva con dos disolventes organicos (acetato
de etilo y metanol) consecutivamente, considerando la interaccidon del paclitaxel con éstos. En la
primera extraccion, se agregaron 5 ml de acetato de etilo (AcOEt) a cada muestra manteniendo en
agitacion durante 24 horas, después se sonicaron durante 1 h (bafo ultrasdnico, Velaquin®, 8892) y se
filtraron recuperando el disolvente. Una vez evaporado el disolvente residual de las células, se procedid
a la extraccion con metanol (MeOH) empleando la misma secuencia de los extractos de ACOEt. Los

extractos se depositaron en frascos y se determind su rendimiento una vez evaporado el disolvente.

26



Para los medios nutritivos, se realizé una extraccion liquido-liquido con ACOEt. El disolvente obtenido

se evaporo a presion reducida a temperatura ambiente y se determiné el rendimiento del extracto.

De la fase acuosa resultante de la extraccidon con AcOEt, se tomaron 5 ml de cada muestra para ser
liofilizados. Se agregaron 5 ml de MeOH a los medios liofilizados y se agité vigorosamente, después se
sonicé durante 1 hora. La mezcla se filtré6 con membranas de 0.22 um vy el filtrado se colecté en un
frasco previamente pesado. Se evaporé el disolvente al vacio, por ultimo se determiné el rendimiento

del extracto.

Cuantificacion de paclitaxel por cromatografia en capa fina

Para la cuantificacion por cromatografia en capa fina se utilizé una curva de calibracién con cinco niveles
evaluada por densitometria. La fase estacionaria consisti6 en placas de vidrio de 20 x 10 cm
precubiertas de gel de silice G250 (Merck®,60 F2s4, 210-270 pum), preeluidas con cloroformo y metanol
secuencialmente y activadas en una parrilla a 120 °C durante 1 hora para eliminar el agua y obtener
una mejor separacién de los componentes de los extractos. Las placas se desarrollaron hasta un frente
de 7.5 cm en una cdmara horizontal (CAMAG, Suiza) a una temperatura de 24 + 1°C; el eluyente fue una
mezcla de cloroformo y metanol (7:1) preparada en el momento. Los disolventes usados fueron grado

HPLC y todas las aplicaciones fueron por duplicado.

Carril Cantidad de paclitaxel
(kg)

1-2 5

3-4 10

5-6 15

7-8 20

9-10 25

11 Desconocida

Figura 7. Curva de calibracion en CCF de paclitaxel (Luz UV 254 nm)
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El estandar utilizado fue paclitaxel con 95% pureza, (T7402, SIGMA®, EUA), del cual se prepard una
solucidn stock (0.5 mg/ml) en metanol. Las distintas alicuotas de la solucién se aplicaron utilizando un
equipo automatizado ATS4 (CAMAG, Suiza). Una vez desarrollada la placa, se escaned a 254 y 365 nm
con un scanner TLC Scanner 3 (CAMAG, Suiza) para localizar y determinar el Rf del estandar.
Posteriormente se obtuvo el espectro de absorcién UV en el intervalo de 195 a 300 nm con la finalidad
de caracterizar la respuesta del paclitaxel y seleccionar la longitud de onda ideal para la evaluacidon
cuantitativa que fue 195 nm. La ecuacién de la curva de calibracién se obtuvo con los datos del area

(fig. 7) en el programa winCATS v. 1.4.6.2002 (CAMAG, Suiza).

Los extractos fueron disueltos en diferentes disolventes orgdnicos o mezclas de éstos (Anexo 2) para
obtener concentraciones de 5mg/ml. De cada muestra se aplicaron 20 pl en banda de 3 mm, 100 ug
cantidad final. En cada placa ademas, se aplicaron 5 pl de la disolucién del estandar en dos zonas
diferentes de la placa de manera alternada. Las placas se desarrollaron en una cdmara horizontal
(CAMAG, Suiza) a una temperatura de 24 + 1°C; la fase movil fue una mezcla de cloroformoy metanol
(7:1). Una vez terminado el desarrollo, las placas se secaron a temperatura ambiente en una campana
de extraccion hasta eliminar el disolvente y se evaluaron a 195, 227 y 235 nm con el fin de elegir la
longitud de onda en la que se presentara la mayor absorcidn, determinando 195 nm la ideal para la
identificacion de paclitaxel en las muestras, considerando el Rf del estandar registrado por el escaner
(0.59-68). El escaneo se realizé a través del programa winCATS v. 1.4.6.2002 (CAMAG, Suiza) y se
cuantificd tomando en cuenta el drea bajo la curva de los picos asignados. El espectro de absorcion UV
(195- 300 nm) de las bandas asignadas como paclitaxel se obtuvo con el TLC scanner 3. Finalmente, las

placas se revelaron con reactivo de Liebermann-Burchard (Anexo 3).

6. Resultados
6.1 Cultivo de tejidos vegetales
Establecimiento de lineas celulares de T. globosa

Los cultivos celulares empleados en el presente estudio, fueron producto de una induccién a callo a
partir de tallos jovenes de T. globosa, mantenidos en oscuridad a 23° + 2°C. Durante el primer afio de
mantenimiento y proliferacién de callos, éstos se subcultivaron cada tres semanas en medio Tax (Tabla

1), sin embargo, éstos presentaron siempre un color café oscuro, producto de la oxidacion, la cual
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afectd el crecimiento celular, por lo que se decidié espaciar mas los subcultivos, realizandolos cada
cuatro semanas. Con este esquema, los callos se mantuvieron durante tres afios, y en cada subcultivo

se elimind el tejido oxidado hasta obtener lotes altamente proliferos y sin oxidacién (fig. 8).

Figura 8. Callos de T. globosa A) Callos de un afio con alta oxidacidén, B) Lineas celulares con baja
oxidacidn y alta proliferacion celular con seis afnos de mantenimiento.

Evaluacion de crecimiento de cultivos en suspension de T. globosa

Una vez obtenido suficiente callo con poca oxidacion, se establecieron suspensiones celulares. Para
caracterizar el cultivo fue necesario evaluar el crecimiento celular por medio de parametros como el
peso fresco y seco, el indice de crecimiento, el tiempo de duplicacién y la velocidad especifica de

crecimiento.

El crecimiento de los cultivos celulares en suspension de T. globosa se expreso a través del peso fresco
y seco durante 15 dias, tomando muestras cada cuatro dias realizando 10 repeticiones. La figura 9
muestra las diferentes etapas del crecimiento con relacién al peso seco, en donde la etapa /lag abarca
desde el dia inicial hasta el dia 5, seguida de la etapa exponencial, dias 5 al 8, en donde las células se
encuentran en condiciones dptimas para su reproduccion, dando lugar a células jévenes con una forma
isodiamétrica. Posteriormente el peso seco disminuye hasta el dia 12 y finalmente se presenta un
incremento discreto hasta el dia 16. En cuanto al peso fresco, la etapa lag tuvo una duracién similar
gue en el peso seco, sin embargo no tuvo disminucidn pronunciada. La etapa logaritmica se presentd

hasta el dia 8 con un incremento 6 veces mayor que el peso inicial y la pérdida de peso tuvo lugar hasta
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los 12 dias. Es de esperarse que haya un mayor incremento de peso fresco que de seco ya que las
células se encuentran hidratadas en esta condicién. Al final del ciclo hubo una pérdida tanto de peso
fresco como seco, ya que el cultivo inicia con un peso fresco de 0.00584 g vy al final el registrado es de

0.00582 g; en cuanto al peso seco la disminucion fue de 0.0162 g.

Fase de
Fase

Fase lag | . ' muerte celular
I exponencial |

0.16
0.14
0.12

0.1
0.08 ‘ ,
0.06 3 - ‘
0.04 - b —@— Peso fresco

Peso seco

Peso (g)

0.02

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias

Figura 9. Cinética de crecimiento de células en suspension de T. globosa

En cuanto a los parametros de crecimiento calculados, en la tabla 3 se puede observar que para el
periodo de maximo crecimiento, dias 5 al 8, el indice de crecimiento fue de 6.01, y la velocidad

especifica de 0.65 g/dia, lo que significa el tiempo de duplicacion requerido es de aproximadamente 1
dia.

Tabla 3. Parametros de crecimiento de T. globosa

Parametro de
.. Valores
crecimiento
indice de crecimiento 6.01
Velocidad especifica de
. , 0.65
crecimiento (g/dia)
Tiempo deldupllcauon 1.06
(dias)

Elicitacion con metil jasmonato y dacido salicilico

Los tiempos de elicitaciéon, cosecha de células y obtencidon de medio nutritivo se establecieron con base
en la cinética de crecimiento. La elicitacidn se realizd en el dia tres y la cosecha en el dia 15, pues a
partir de la fase estacionaria hay un aumento en la produccién y acumulacion de metabolitos

secundarios.
30



La relacién pf/ps se calculd para cada uno de los tratamientos de elicitacidén y se observé que en los
tratamientos de Mela, aumentd directamente con la concentracién del elicitor, lo cual indica que al
aumentar la concentracion de Mela las células almacenaron una mayor cantidad de agua. Dicha

relacién se mantuvo muy similar entre el control y los tratamientos (fig. 10).

En la elicitacidn con AS, la relacién pf/ps fue inversamente proporcional a la concentracion del elicitor.
El control presentd la mayor relacion respecto a los tratamientos lo cual indica que al aumentar la

concentracion del elicitor disminuye el agua en el interior de las células.

Mela AS
40

30
o 20
10
0
Ct 50 100 150 Ct 180 360 720

Tratamientos
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(O]

Relacion pf/ps
N
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=
o

o wun
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Figura 10. Relacion pf/ps en los tratamientos de elicitacion. Barras verticales indican la desviacion estandar.

31



Al comparar cualitativamente las suspensiones celulares al final del tratamiento, se observé una mayor
oxidacion en las células elicitadas con metil jasmonato (fig. 11), mientras que en las de acido salicilico,

se apreciaron cultivos con una coloracién mas clara (fig. 12).

Figura 11. Cultivos celulares de T. globosa a 10 dias de elicitacién con MelJa. A) Control
B)50 puM C) 100 uM D)150 pM

Figura 12. Cultivos celulares de T. globosa a 10 dias de elicitacién con AS
A) Control B) 180 uM C) 320 pM D) 720 pM
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6.2 Fitoquimica
6.2.1 Extraccion
Rendimiento de extractos

La comparacion del rendimiento de los extractos de AcOEt y MeOH de cada tratamiento indicé ausencia
de una respuesta diferencial asociada a la concentracion; sin embargo hubo diferencia entre elicitores,

ya que los tratamientos con Mela presentaron un mayor rendimiento que los de AS.

En los tratamientos de Mela hubo diferencias respecto al disolvente, el rendimiento de los extractos
metandlicos de células y medios nutritivos fue 5 y 15 veces mayor respectivamente que el de los de

AcOEt (fig.13).
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Figura 13. Rendimiento de extractos de tratamientos de elicitacion con Mela. Barras verticales indican la
desviacion estandar.
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En los tratamientos de AS, los extractos metandlicos presentaron también un mayor rendimiento
respecto a los de AcOEt, el extracto metandlico de células resulté 10 veces mayor y en los medios

nutritivos fue 24 veces mayor (fig.14).

40
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30
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extracto/ps)

Células Medio Células Medio

AcOEt MeOH

Figura 14 Rendimiento de extractos de tratamientos de elicitacion con AS.

Barras verticales indican desviacién estandar.

6. 2. 2 Elicitacion
Extractos de cultivos elicitados con metil jasmonato

El Rf del estandar (st), aplicado en las orillas de cada placa, presentd variaciones, por lo que se establecio
un un intervalo de escaneo (cuadro rojo en las figuras) mismo que se utilizé durante la asignacion de
picos después del escaneo a 195nm. Los perfiles cromatograficos mostraron diferencias entre los

extractos de AcOEt y MeOH después de aplicar el revelador de Liebermann — Burchard.

Los extractos de AcOEt de las células elicitadas con Mela, presentaron el mismo nimero de bandas (8
bandas diferenciadas) indicando que la concentracién del elicitor no tiene efecto en la presencia de

esos compuestos, sin embargo, hay un patrén diferente en la intensidad de las bandas.
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En la observacion del perfil cromatografico, las bandas correspondientes a paclitaxel son tenues, sin

embargo, en el escaneo con el equipo se registra claramente en un intervalo de Rf establecido para el

estandar (0.64-0.72) (fig. 15).

Figura 15. CCF de extractos de AcOEt de células. Revelador de Liebermann-Burchard, VIS.

Los extractos de AcOEt de los medios nutritivos, presentaron un mayor nimero de bandas respecto a
los extractos de células. En las muestras de medios nutritivos con elicitor, se observé la presencia de
una mayor cantidad de bandas (7 bandas) en comparacion con las muestras del ct (3 bandas); lo cual

indica que al adicionar el elicitor hubo un aumento en la produccién de compuestos secretados al medio

Figura 16. CCF de extractos de AcOET células (inicio) v medios nutritivos. Revelador de Liebermann-Burchard, VIS.
35



nutritivo, ademas se observé una mayor intensidad de las bandas lo cual indica una mayor la cantidad

de ciertos compuestos (fig.16).

Los cromatogramas de los extractos metandlicos, tanto de células (fig.17) como de medios (fig.18),
muestran menor numero de bandas que los de AcOEt en este sistema de elucion. En el caso de las
células hay 4 bandas y en el de los medios nutritivos hay Unicamente 2. Es visible una acumulacion
cercana al punto de aplicacion, debido a que en los extractos metandlicos presentan una mayor

cantidad de compuestos polares, a diferencia de los de AcOEt. En el intervalo de Rf identificado para

paclitaxel las bandas estan mejor definidas en los extractos de células.

Figura 17. CCF de extractos metandlicos de células. Revelador de Lieberman-Burchard, VIS

Figura 18. CCF de extractos metandlicos de células (inicio) v medios nutritivos. Reactivo de Lieberman-Burchard, VIS.
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Extractos de cultivos elicitados con dcido salicilico

Los extractos de AcOEt y MeOH de células y medios nutritivos de los tratamientos de AS fueron
diferentes a los de Mela, pues se observé una mayor cantidad de bandas (10 bandas) y con una mejor
separacion a lo largo de toda la placa. En los extractos de AcOEt de las células al igual que en el
tratamiento con Mela no se observaron diferencias en el niumero de bandas entre las diferentes

concentraciones del elicitor. Los extractos tanto de las células como de los medios, presentaron 2

bandas con un Rf semejante al de paclitaxel (figs.19 a 24).

Figura 19. CCF de extractos de AcOEt de Células. Revelador de Lieberman-Burchard, VIS.

Figura 20. CCF de extractos de AcOEt. Células y medios nutritivos. Revelador de Lieberman-Burchard, VIS.
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Como se mencioné anteriormente, los extractos metandlicos de células y medios nutritivos
presentaron un mayor numero de bandas en comparacién con los extractos metandlicos de la

elicitacion de Mela, se observaron 12 bandas en los extractos de células y 6 en los de medios (figs 21

a 24).

Figura 21. CCF de extractos de AcOEt, medios nutritivos (Med_360 y Med_720). Extractos metandlicos de células (Cel_ct).
Reactivo de Lieberman-Burchard, VIS

Figura 22. CCF de extractos metandlicos de células. Reactivo de Lieberman-Burchard, VIS.
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Aunque los extractos metandlicos de células presentaron la misma cantidad de bandas, se observé una
mayor intensidad en las bandas que presentan menor polaridad de los tratamientos de 360 y 720 UM
(fig. 22). En los extractos de medios se observé diferencia respecto al ct, lo cual indica que la presencia

del elicitor dio lugar a la produccidon de compuestos asi como su secrecién al medio. En el intervalo

elegido para identificar paclitaxel, se observaron bandas muy tenues (fig. 23 y 24).

Figura 23. CCF de extractos metandlicos de medio nutritivo. Reactivo de Lieberman-Burchard, VIS

Figura 24. CCF de extractos metandlicos de medio nutritivo. Reactivo de Lieberman-Burchard, VIS
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6.2.3 Cuantificacion de paclitaxel

Como se pudo observar en los perfiles cromatograficos, hubo bandas con Rf muy cercano al de

paclitaxel. Para realizar la identificacion del mismo se determiné el espectro de absorcidn de paclitaxel

con la curva de calibracion en la que se aplicaron concentraciones entre 5y 25 Ug. La obtencion de os

espectros de absorcion del compuesto a diferentes concentraciones permitié contar con los elementos

adecuados de comparacion con los espectros de las bandas implicadas en las muestras de los

tratamientos de elicitacion. El espectro de absorcién se determind en un intervalo de longitud de onda

en donde se observan los maximos de absorcidn del paclitaxel, La discriminacién de las bandas se basd

en su respuesta a 195 nm dentro del intervalo de Rf determinada en cada perfil cromatografico y

posteriormente en la comparacién del espectro de absorciéon UV en un intervalo de longitud de onda

en donde se observaron los maximos de absorcion de paclitaxel (195 a 300 nm). (Figs. 25 a 29).
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Figura 25. Espectros de absorcion de diferentes concentraciones de paclitaxel. UV (195-300 nm)
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Figura 26. Espectros de absorcion de bandas con Rf parecido a paclitaxel de extractos de células. Elicitacion
con Mela. UV (195-300 nm).
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Figura 27. Espectros de absorcidon de bandas con Rf parecido a paclitaxel de extractos de medios nutritivos.
Elicitacion con Mela. UV (195-300 nm).
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Figura 28. Espectros de absorcion de bandas con Rf parecido a paclitaxel de extractos de
células. Elicitacion con AS. UV (195-300 nm).
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Figura 29. Espectros de absorcion de bandas con Rf parecidos a paclitaxel de extractos de medios nutritivos.
Elicitacion con AS. UV (195-300 nm).
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Con la informacidn del espectro, se identifico la presencia de paclitaxel sélo en extractos de acetato de
etilo de los medios nutritivos pertenecientes a la elicitacién con Mela (figs. 26 y 27). La mayor
concentracion de paclitaxel por gramo de peso seco se obtuvo en el control y en cuanto a los
tratamientos con las diferentes concentraciones de elicitor, las células con la mayor concentracién de
Mela (150 uM) presentaron la mayor cantidad del compuesto y el tratamiento que presenté la menor
cantidad fue el de menor intensidad (50 M), presentando una relacion directamente proporcional.
(fig. 30).
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Figura 30. Concentracion de paclitaxel en medio nutritivo de cultivos elicitados con Mela en extractos de AcOEt

Por el contrario, la elicitacion con AS se asocid con la presencia de paclitaxel en los extractos de

acetato de etilo de células y medios nutritivos asi como en los metandlicos de células (fig. 31).
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Figura 31. Concentracion de paclitaxel en los extractos de células y medios nutritivos de cultivos elicitados con AS
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En todos los casos, la produccién total de paclitaxel se obtuvo sumando las cantidades en todos los
extractos de cada tratamiento (fig. 30 y 32). En el tratamiento de elicitaciéon con 180 UM de AS (el
tratamiento de baja concentracion) se observé una mayor cantidad de paclitaxel. Siendo el extracto

metandlico de las células el que contiene la mayor proporcion de paclitaxel (fig. 32).
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Figura 32. Paclitaxel total por tratamiento de elicitacion con AS

El paclitaxel detectado en los tratamientos de Mela sdlo provino del medio nutritivo (fig. 30), infiriendo
una secrecion total del compuesto, por el contrario en el caso de los tratamientos de AS, hubo
secrecion y también almacenamiento en las células, el calculo de porcentaje de paclitaxel secretado
para los tratamientos con AS, indicé que el tratamiento de 720 uM secretd la mayor cantidad de
paclitaxel (fig. 33).
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Figura 33. Porcentaje de paclitaxel en el medio nutritivo en tratamientos con AS
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En la elicitacidn con Mela, la relacion de la produccién de paclitaxel con el peso seco se observo que la
biomasa no presentd cambios evidentes al aumentar la concentracién del elicitor; sin embargo, la
mayor concentracion de paclitaxel se presenté en el control. En los tratamientos se registré en
cantidades muy parecidas en 100 y 150 UM mientras que en 50 UM se obtuvo la cantidad mas baja (fig.
34).
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Figura 34. Produccion de paclitaxel y peso seco final en los tratamientos con Mela

En la elicitacion con AS, se observé que al aumentar la concentracion del elicitor hubo una disminucidn
de peso seco un poco mds pronunciada respecto al los tratamientos de MelA. Se aprecié una relacién

inversamente proporcional de la cantidad total de paclitaxel y la concentracién del elicitor (fig.35).
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Figura 35. Produccion de paclitaxel y peso seco final en los tratamientos con AS
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Los tratamientos de elicitacién con AS mostraron una mayor cantidad de paclitaxel total en todas las
intensidades en comparacion con los de Mela. La cantidad de los controles difiere entre elicitores (fig.

36).

0.08

g de paclitaxel/ g de ps

0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01 I .
; ] L]
ct

Bajo Medio Alto
Tratamientos

M Patotal (g) Mela W Pa total (g) AS

Figura 36. Cantidad de paclitaxel total (g) por tratamiento en los dos elicitores.

7. Discusion
Establecimiento de lineas celulares de T. globosa

Los cultivos empleados se seleccionaron considerando los que presentaron una mayor proliferacidn
celular durante el tiempo de mantenimiento que fueron los provenientes de callo en condiciones de
oscuridad, a diferencia de los callos provenientes de las aciculas en condiciones de fotoperiodo, que
presentaron un lento crecimiento. La situacion anterior es contraria a lo reportado por Furmanoway
colaboradores (1997) y mas recientemente por Martinez (2011), quien menciona que los callos

provenientes de aciculas fueron mas proliferos bajo las mismas condiciones de incubacién.

Los cultivos de callos que se mantuvieron presentaron fuerte oxidacidn, caracteristica determinada
cualitativamente. Para contrarrestar este efecto se agregaron al medio sustancias como PVP que forma
complejos con fenoles asi como AgNOs que tiene como funcidn inhibir la accién del etileno, sin embargo

la oxidacion de los cultivos de callos es un problema que se ha hecho presente en este y otros estudios
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como lo reporta Barradas y colaboradores (2010), quienes obtuvieron pocas lineas celulares debido a
la oxidacion de los callos de T. globosa. En el caso del presente trabajo, este fendmeno se puede atribuir
al estimulo excesivo en la divisién celular, asi como al daino mecanico en cada subcultivo, por lo que
éstos se llevaron a cabo cada cuatro semanas generando un menor estrés debido al sobre estimulo y
por otro lado con una manipulacion cuidadosa para evitar el dafio excesivo al tejido (fig. 9), de esta

manera se favorecio el proceso de aclimatacién y con ello se erradicé la oxidacién.

Evaluacion de crecimiento de cultivos en suspension de T. globosa

Una vez caracterizado el crecimiento, se observd que el tiempo en el que las células se duplican es
menor (1.06 dias) en comparacidon con otros trabajos, pues en un dia son capaces de duplicarse
alcanzando una tiempo cinco veces menor que el calculado para Taxus chinensis en el estudio de Dong

y Zhong (2001) con un tiempo de duplicacién de 5.77 dias (Pérez, 2010).

El rdpido crecimiento en las condiciones de cultivo manejadas en el presente estudio, sugiere una
aclimatacién de las células, la cual fue lenta debido a que logré obtenerse una linea celular después de
tres afios a partir de la induccién a callo; una vez establecida, se procedié a proliferarla durante un ano

para obtener los 400 g de callo necesarios para el estudio.

En la cinética de crecimiento que se observé que los cultivos celulares de T. globosa completan un
ciclo de crecimiento en 14 dias, teniendo la fase exponencial al dia 5 y la estacionaria al dia 8. Con
esta informacidn se determind que el dia de elicitacidn seria el 3 con el fin de generar un estimulo
previo y durante la divisién celular y se coseché al dia 14 ya que después de la fase estacionaria hay

una mayor acumulacion del metabolitos secundarios.
Elicitacion con metil jasmonato y dcido salicilico

En cuanto a la relacién peso fresco/peso seco entre los tratamientos de Mela y AS, se observé que las
células elicitadas con MeJa almacenaron una mayor cantidad de agua respecto a las de AS. Debido a
gue el valor del peso seco es menor en los tratamientos de Mela se puede relacionar con lo reportado
por Yukimune y colaboradores (2000), en donde se menciona que en cultivos celulares in vitro de raices

de Taxus hay inhibicion de la division celular al agregar metil jasmonato.
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Se relaciond el peso seco y tratamiento de elicitacion (figs. 34 y 35) con el fin de determinar la existencia
de estrés indicada por la disminucién del peso ya que en esta condicién una de las respuestas es el
desequilibro en el crecimiento dando como resultado una disminucién en la viabilidad (Lichtenthaler,
1998; Shulaev, 2008). El hecho de que no hay una marcada diferencia de peso seco respecto al
tratamiento de elicitacidn, se atribuye a que no se generd una condicidén de estrés, por lo que se puede
sugerir hacer la elicitacién con diferentes tiempos de exposicion para determinar en cuanto tiempo de
contacto con el elicitor se induce una produccion de paclitaxel sin generar el estrés suficiente para

llegar a una oxidacién y muerte celular.

Si bien, el estrés no se reflejé en la pérdida de peso, se observé por el fendmeno de oxidacién que fue
mayor en la elicitacion con Mela, lo cual es evidente debido a que este compuesto es considerado una
molécula sefializadora de estrés (Avanci, et. al.,, 2010), a diferencia del AS, que tiene un efecto
protector contra el dafio oxidativo, ademas de alterar la sintesis y sefializacion del etileno (Rangel, et.al.,

2010).

Rendimiento de extractos

Se observd un mayor rendimiento en los extractos de Mela obtenidos con AcOEt, particularmente en
los medios nutritivos, sin embargo, el tratamiento control para esta elicitacidon presenté el rendimiento
mas alto. Por otro lado, en los extractos metandlicos de ambas elicitaciones se obtuvo un mayor
rendimiento con los medios nutritivos, lo que se explica por su alto contenido de compuestos polares.
No se distinguid alguna tendencia clara entre la concentracién del elicitor respecto a los rendimientos
obtenidos, un pardmetro que también sugiere que la concentracion del elicitor o los tiempos de
exposiciéon fueron insuficientes para incrementar los rendimientos de los extractos. Unicamente se
observé un ligero aumento del rendimiento de extractos de células conforme aumenta la concentracién
del elicitor AS. La elicitacion con Mela dio lugar a un mayor rendimiento tanto en células como en

medios.
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Cromatografia en capa fina

El perfil cromatografico de los extractos de AcOEt de medios de la elicitacidon con Mela, sugiere que el
elicitor estimulé la produccidn y secrecion de compuestos en los tratamientos, ya que se observd
diferencia en el nimero de bandas entre el control y tratamiento. Por otra parte, el perfil de los
extractos de la elicitacion con AS, no presentd diferencias entre el control y los tratamientos, ni entre
los extractos de células y medios, sin embargo las bandas relacionadas a paclitaxel estan mejor
definidas en los extractos de células. Al comparar la cantidad de compuestos observados en las placas,
se aprecio que es menor en Mela que en AS, ademads de que en éstas Ultimas hay una mayor cantidad
de bandas con un Rf muy cercano al del estandar, indican la presencia de compuestos similares al
paclitaxel, sugiriendo que el AS induce la produccién de una mayor cantidad de compuestos, algunos

de ellos relacionados con el paclitaxel.

Por otro lado, los extractos de AcOEt de células presentaron un mayor nimero de bandas tanto en los

tratamientos de MelJa como de AS, respecto a los de medios nutritivos.

En los extractos de células de la elicitacion con AS, la intensidad de las bandas aumenta con la
concentracion del elicitor lo que indica mayor cantidad de compuestos. Respecto a los medios
nutritivos, se observé diferencia de secrecién de compuestos al agregar el elicitor, ya que en
tratamiento control se presentd una menor cantidad de bandas al igual que la concentracién mas alta
del elicitor, lo cual sugiere una relacién inversa de la secrecion de compuestos relacionada con la

concentracion del elicitor.

Los extractos de Mela presentaron menos bandas que los de AS, lo cual indica que la condicién del
tiempo de exposicion y la concentracion de AS, generd un mayor estimulo en la produccién y secrecion
de compuestos. En los medios nutritivos, se detecté una menor cantidad de compuestos solamente en
los tratamientos de Mela, a diferencia de los extractos de AS, en donde hubo tanto en medios como en
células, una mayor complejidad de los extractos. En el caso de los medios nutritivos, el hecho de
encontrar mds bandas en los tratamientos de AS, indica que el elicitor da lugar a la secrecion de mayor

cantidad de compuestos.
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Cuantificacion de paclitaxel

Una presencia de paclitaxel en los extractos de células y de medios nutritivos, nos indica la acumulacién

y secrecion del compuesto, lo cual concuerda con lo reportado por Srinivasan y colaboradores (1995).

Finalmente, otros autores reportan que el hecho de encontrar paclitaxel en el medio nutritivo es debido
a la lisis celular (Wickremesinhe, et. al., 1994) lo cual no se puede sustentar con los resultados de este
trabajo, pues al final de la elicitacion no se observé una disminucidn significativa en el peso de las

células en los tratamientos que presentaron una mayor secrecion de paclitaxel.

Elicitacion con Mela

Tomando en consideracidn la variacidon del Rf que mostraron los perfiles cromatograficos de los
extractos, se tomd como criterio de identidad solo aquella bandas que mostraron un espectro de
absorcion semejante al de paclitaxel, de tal modo que en el caso de la elicitacion con Mela, los Unicos
extractos que presentaron paclitaxel son los correspondientes a los medios procesados con AcOEt. El
Mela se ha empleado satisfactoriamente para aumentar la produccion de metabolitos secundarios en
condiciones in vitro del género Taxus. Se han empleado concentraciones que van desde 60, 100, 120 y
hasta 200 UM (Bonfil, 2006; Roberts, et.al., 2003; Wang, et al., 2013; Wu, et al., 2004; Dong y Zhong.,
2001; Naill, et al., 2004). En el presente trabajo las concentraciones empleadas fueron 50, 100 y 150
MM. Se aprecié una tendencia de aumento directamente proporcional de la cantidad de paclitaxel
respecto a la concentracién del elicitor, sin embargo, en ningun caso la cantidad del paclitaxel supera a
la del control, con este resultado se puede sugerir que el elicitor, a mayor concentracién, genera un
mayor estimulo de secrecidn de paclitaxel (fig. 30). Es posible que la respuesta metabdlica se haya dado

en otros compuestos que no fueron estudiados en el presente trabajo.

En estudios anteriores, la elicitacién con Mela, resulté favorable a pesar de la pérdida de peso celular
(Yukimune, et.al., 2000). En el presente trabajo aunque no se observd una pérdida significativa en la
biomasa (fig. 34), es posible que la proporcion de metabolitos primarios como secundarios haya sido

diferente en los tratamientos con respecto al control.
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Elicitacion con dcido salicilico

Se identificd paclitaxel en las muestras correspondientes a AcOEt, de células y medios nutritivos, asi
como en los extractos metandlicos de células. Por lo que es importante realizar la extraccion con ambos
disolventes, para extraer la mayor cantidad de paclitaxel, de lo contrario, solamente estariamos

obteniendo una porcion de éste.

En este tratamiento el paclitaxel se pudo extraer tanto de células como de medios nutritivos, sugiriendo

una acumulacién del compuesto en las células, lo que no fue observado en el tratamiento con Mela.

En un estudio realizado por Khosroushahi y colaboradores (2006), en T. baccata se incrementd la
cantidad de paclitaxel total respecto al control al usar una concentracién de 720 UM, sin embargo, el
elicitor se agrego el dia 25 de cultivo celular y se dejé actuar durante 5 dias. En el presente estudio el
tratamiento control presenta la mayor cantidad de paclitaxel intra y extracelular, ademas de que al
sumar el paclitaxel de los tres extractos (paclitaxel total), se observa una tendencia inversamente
proporcional entre la cantidad de paclitaxel y la concentracién del elicitor, en donde el tratamiento de
elicitacion mas baja (180 UM) produjo la mayor cantidad de paclitaxel y la menor pérdida de biomasa

(fig. 35).

Comparacion de produccion de paclitaxel entre elicitores

Los resultados mostraron diferencias importantes entre los dos elicitores, la distribucidén intra y
extracelular del compuesto fue una de ellas. Las tendencias en la sintesis del compuesto fueron en un
caso directamente proporcional (Mela) y en AS inversamente proporcional, lo cual sugiere que la

intensidad y duracion del estrés (estimulo producido por elicitor) no fueron los adecuados.

Es deseable que para realizar una buena cuantificacidon de paclitaxel se realice la extraccion tanto con

AcOEt como con MeOH, a la vez que el medio nutritivo también sea analizado.

La variacién observada dentro y entre los tratamientos (fig. 36) sugiere una heterogeneidad de los
cultivos celulares aun siendo seleccionados por sus caracteristicas fenotipicas y de crecimiento celular,
por lo que se hace necesario aumentar el tamafio de muestra. Dicha variacién de produccién de
paclitaxel es comun entre cultivos, ya que la inducciéon de una constante division celular puede traer

consigo una inestabilidad en la produccidon de metabolitos secundarios, ademas de que en el caso de T.
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globosa, tiende a formar agregados celulares en poco tiempo, lo cual implica que cada agregado se
comporte de manera diferente, teniendo en la suspension celular subpoblaciones que pueden diferir
metabdlica y morfoldgicamente y esto a su vez afecta la acumulacién y/o secrecion del metabolito de

interés (Wilson y Roberts, 2012).

Las especies del género Taxus, presentan grandes diferencias en la produccién de paclitaxel en
condiciones naturales y dentro de la especie T. globosa se pueden encontrar también, pues se reporta
que puede producir de 400 a 500 ug / g de peso seco de aciculas (Van Rozendal, et. al., 2000), no
obstante, en cultivo in vitro Bringi y colaboradores (1995) la reportan como la especie con el
rendimiento mds bajo de paclitaxel. En el estudio realizado por Barradas (2010), catalogan su linea
celular como “no productora de paclitaxel”, sin embargo, obtienen cantidades considerables del

precursor baccatina-lll.
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8. Conclusiones

La disminucion de la oxidacion se obtuvo ampliando el tiempo de subcultivo y disminuyendo el
dafo en el tejido al manejarlo, con ello se obtuvieron las lineas celulares con alta proliferacién
celular.

Se incrementd la velocidad de crecimiento de callos de T. globosa, siendo hasta cinco veces
mayor que la reportada en otros estudios.

La diferencia de resultados en la cuantificacion de paclitaxel entre controles mostré una
heterogeneidad de los cultivos celulares.

Se detectd paclitaxel tanto en extractos de AcOEt como metandlicos por lo que es necesario
realizar la extraccién con los dos disolventes.

La elicitacion con MelJa no indujo un aumento en la cantidad de paclitaxel y el AS generd un
mayor estimulo en la produccién y secrecion del metabolito.

Hay una produccién diferencial de compuestos respecto al elicitor adicionado, siendo el elicitor

AS, el que dio lugar a mayor cantidad de compuestos a nivel intra y extracelular.
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9. Anexos
ANEXxo 1

Tabla de soluciones concentradas 100 X del medio B5 (Gamborg, et.al., 1968)

para Tax y Taxliq

Nombre del compuesto Férmula 1l (g)
Solucidn I: NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3 250
Sulfato de Amonio (NH34)2S04 13.4
Solucion II: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS04.7H,0 25
Sulfato de Manganeso Mn504.4H20 L
MnSQO4.H,0 1.31
Sulfato de zinc ZnS04.7H,0 0.2
Sulfato de cobre * CuS04.5H,0 0.0025*
Solucién Ill: HALOGENOS
CaCl,.2H,0 15
Cloruro de Calcio CaClz.H;0 13.156
CaCl; 11.32
Yoduro de Potasio Kl 0.075
Cloruro de Cobalto * CoCl,.6H,0 0.0025*
Solucién IV: FOSFATO, ACIDO BORICO, MOLIBDATO
NaH2P04.2H;0 15
Fosfato de sodio NaH2P04.H,0 13.247
NaH;PO4 11.51
Acido bérico H3BOs3 0.3
Molibdato de sodio* Na:Mo04.2H,0 0.025*
Solucién V: QUELANTES

Sulfato ferroso FeS04.7H.0 2.11
Na2EDTA Ci0H14N20sNa3 2.55
Na2EDTA.2H20 Ci0H14N20gNaz.2H,0 2.82

*De una solucion concentrada de 0.025 g en 100 ml (de CuSQO4 o de CoCl; o NazMoQs+ 2H,0) tomar una

alicuota de:

e 0.5 ml para preparar 50 ml de solucién madre 100x
e 1 ml para preparar 100 ml de solucién madre 100x
e 2.5 ml para preparar 250 ml de solucion madre 100x
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ANEXO0 2

Reactivo de Lieberman-Burchard

5 ml de 4cido sulfurico y 5 ml de anhidrido acético se afiaden a 50 ml de etanol absoluto en un bafio
de hielo. Se aplica el revelador rociando de manera uniforme toda la placa cromatografica.

Posteriormente se calienta a 100 °C durante 5 minutos.

ANEXO 3

Disolventes empleados en la cromatografia de los extractos

Extracto Disolventes

Mela. Células. AcOEt Acetato de etilo: Metanol (1:1)
MelA. Medio. AcOEt Acetato de etilo: Metanol (1:1)
Mela. Células. MeOH Metanol
Mela. Medio. MeOH Metanol

AS. Células. AcOEt Cloroformo : Metanol (1:1)

AS. Medio. AcOEt Etanol

AS. Células. MeOH Etanol

AS. Medio MeOH Metanol
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