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Resumen

Amphipterygium adstringens es un arbol endémico de México, con gran relevancia en la
herbolaria mexicana, el uso de su corteza se ha convertido en un riesgo para la conservacién
de las poblaciones silvestres. Los métodos de propagacioén in vitro han abierto la posibilidad
de reproducir los metabolitos de interés médico de algunas plantas, evitando asi el dafio

gue ocasiona el saqueo de las mismas.

El objetivo del presente estudio fue la obtencion de metabolitos secundarios de
Amphipterygium adstringens a partir de cultivos de células en suspensién. Para la obtencidn
de callos se utilizaron como explantes diferentes partes del arbol, que se desinfestaron con
etanol y una solucién de hipoclorito de sodio a distintas concentraciones, por tiempos
diferentes, estos se cultivaron en dos medios de cultivo sélidos a base de Murashige y
Skoog. Los callos obtenidos se trasladaron a medio de cultivo liquido al igual que las células
disgregadas de los mismos. Finalmente, se realizaron la extraccién y purificacién de las
sustancias obtenidas en los cultivos celulares, que mediante cromatografia de gases

acoplada a masas fueron identificados.

En medios adicionados con bencilaminopurina y dcido naftalenacético se obtuvieron callos

a los 45 dias, a partir de meristemos apicales.

Entre las sustancias extraidas y purificadas del cultivo de células en suspensién se
detectaron acidos grasos, que son precursores de dcidos anacardicos uno de los grupos de

metabolitos que han sido aislados del cuachalalate.




Introduccion.

A través de los afos, los humanos han acudido a la Naturaleza para tratar de satisfacer sus
necesidades bdsicas. Asi, se han empleado los recursos naturales para obtener, y mas tarde
producir alimentos, bebidas, ropas, calzado, tintes, medios de transporte y de calefaccién,
fertilizantes, fragancias, cosméticos, saborizantes, medicinas, etc. Las plantas han
constituido la base de los sistemas de medicina tradicional para mantener la salud e

incrementar la calidad de vida del hombre, por cientos de afnos (Newman et al., 2000).

Durante todo el siglo XIX y los primeros 60 afios del siglo pasado, la investigacidn cientifica
de la flora mexicana se realizé sin atender adecuadamente su uso médico tradicional. El
pensamiento neopositivista daba por hecho que los problemas de salud de la poblacién
tendrian su solucidn en los medicamentos quimico farmacéuticos. Sin embargo, al paso del
tiempo se fue descubriendo que esta premisa no era correcta, los medicamentos no fueron
los suficientes para atender los problemas prioritarios de salud, sus costos cada dia eran
mas altos e inalcanzables por amplios sectores de la poblacién, eran muy pocos los
medicamentos nuevos que se descubrian y un alto porcentaje de éstos seguian
dependiendo de las plantas medicinales para su produccion. A pesar de ello, no fue sino
hasta el ultimo cuarto de siglo que, a raiz del programa internacional de “Promocién de la
Medicina Tradicional en los Paises en Desarrollo”, promovido por la Organizacion Mundial
de la Salud, aparecieron en México grupos de investigacion cientifica para el estudio de las
plantas medicinales, lo que constituye la primera etapa en la investigacion de estas plantas

y asi surge en México la etnobotdnica como una actividad cientifica (Osuna et al., 2005).

En México las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos terapéuticos
para mas de 40 millones de personas que no tienen acceso a los diferentes centros de salud.
En nuestro pais existe una gran diversidad de especies vegetales de origen tropical, de las
cuales unas cinco mil plantas son usadas como medicinales, y que dada la diversidad vegetal

podrian llegar a ser hasta 20 mil (Osuna et al., 2005). Tal es el caso de Amphipterygium




adstringens Schiede ex Schlencht, arbol endémico de México de la familia Anacardiaceae,
mejor conocida como cuachalalate, que ocupa el octavo lugar dentro de las cuatrocientas
especies Utiles registradas en el uso tradicional del estado de Morelos (Boyas et al., 1988;
Solares et al., 2006), su aprovechamiento se concentra principalmente en los estados de
Morelos y Guerrero (Solares et al., 2006). Esta especie es una de las que mas se
comercializan en el centro y suroccidente de México (Hersch-Martinez, 1995; Rosas, 2005),
ya que en la actualidad se utiliza para aliviar mas de 25 enfermedades distintas; razones por
las cuales la sitian como una de las especies de mayor relevancia en la herbolaria mexicana
(Solares et al., 2006). Su efecto terapéutico se atribuye a la presencia de dos tipos de
compuestos mayoritarios: los triterpenoides y los fenoles de cadena larga (Olivera, 1998;

Rosas, 2005; Navarrete et al., 2006), considerados metabolitos secundarios.

El aprovechamiento de A. adstringens es intensivo y destructivo por la forma tradicional de
recolectar la corteza que ocasiona la muerte de los arboles, principalmente de aquellos
ubicados en las cercanias de los centros de poblacion o las areas de facil acceso, lo cual pone
en riesgo la estabilidad de las poblaciones silvestres y la conservacién de las especies
(Solares y Galvez, 2002). Aunado a esto, se ha informado sobre la dificultad que representa
su reproduccién de manera natural, ya que sus semillas presentan un porcentaje bajo de

germinacion (Cid, 2008; Guzman, 2012).

El cultivo in vitro de células vegetales con el fin de obtener metabolitos secundarios de
interés en farmacia, se ha vuelto una alternativa al cultivo tradicional de plantas y a la
extraccion quimica de metabolitos que va ganando protagonismo. Esta prdctica resulta
especialmente ventajosa en el caso de plantas cuyo cultivo es dificultoso, por requerir
condiciones muy exigentes o necesitar largos periodos para desarrollarse, en muchos casos,
sin conocer los ciclos ontogénicos y la relacidén productividad-desarrollo. En otros casos, la
limitacién estd condicionada por un rendimiento demasiado bajo de los metabolitos de
interés obtenidos o porque no existe la posibilidad de obtenerlos por sintesis quimica. En el

cultivo in vitro es posible controlar las condiciones del medio de cara a alcanzar un mayor




rendimiento y calidad del producto final, asi como preservar la biodiversidad cuando las

plantas objeto de interés estén en peligro de extincién (Martin et al., 2018).

La finalidad del presente proyecto de investigacion fue establecer un protocolo para el
cultivo in vitro de células en suspensién de Amphipterygium adstringens para la obtencion

de sus metabolitos secundarios de interés médico.

Marco Tedrico.

Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlencht.

Sinonimia: Juliania adstringens Schlenchtendal

Anteriormente se consideraba al cuachalalate dentro de la familia Julianacea (Fernandez,
2003), en 2004 se realiza una reclasificacion debido a que se encontraron 3cidos
anacardicos en la corteza y pasa a formar parte de la familia de las Anacardiaceas

(Dominguez, 2005).

Nombres comunes: En las zonas nahuas del altiplano central que comprenden los estados
de México, Morelos, Tlaxcala, Puebla Hidalgo y Distrito Federal, la especie se conoce como
Cuachalala, Cuachalalate, Cuachalalatl o muaxalaxlitli; en Michoacan, como matixeran,
maceran y pacheco (tarasco); en Puebla, como volador; en Guerrero, le dicen maceran; y
en Oaxaca, cuachinala o yalaguitu (zapoteco) (Argueta et al., 1994; Pennington y Sarukhan,

2005).

Clasificacion:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase:  Magnoliopsida




Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Amphipterygium

Especie: Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlencht.

Fisonomia: Arbol de hasta 15 m de alto y hasta 40 cm, con el tronco generalmente torcido,

con pocas ramas gruesas, ascendentes y torcidas, de ramificacién simpodial, copa aplanada
(Fig. 1).

Figura 1. Amphipterygium adstringens (Martinez Deaquino Patricia).




Corteza: Externa lisa con grandes escamas engrosadas y suberificadas, la parte lisa de la
corteza moreno grisdcea a gris plomiza, con numerosas lenticelas protuberantes, redondas
y palidas. Interna de color crema rosado a rosado, fibrosa, con un exudado blanco cremoso

y de olor picante. Grosor total de la corteza de 10 a 20 mm, sin incluir las escamas.

Madera: Albura de color crema claro a crema rosado con olor picante, vasos grandes, muy

numerosos, dispuestos en lineas tangenciales. Madera esponjosa.

Ramas jovenes: Ligeramente escamosas, con grandes cicatrices de hojas caidas, con
abundantes lenticelas suberificadas y prominentes; pubescentes cuando jovenes, glabras

con la edad.

Hojas: Yemas 3mm de largo, obtusas, desnudas, amarillentas, muy pubescentes. Estipulas
2, 5mm de largo, lanceoladas. Hojas dispuestas en espiral, aglomeradas en las puntas de las
ramas, imparipinnadas, de 6 a 13 cm incluyendo el peciolo, compuestas por 3-5 foliolos
opuestos y sésiles de 2.5 x 1.3 a 7 x 4.5 cm, con el foliolo terminal mas grande; ovados o
elipticos, con el margen crenado, apice agudo, base aguda u obtusa; verde opaco vy
amarillento en el haz; verde grisaceo en el envés, tomentosos en ambas superficies, mas
densamente en el envés, raquis tomentoso y pulvinado en la base. Los arboles de esta

especie pierden las hojas durante seis meses, desde noviembre hasta mayo.

Flores: Especie dioica (Fig. 2 y 3). Flores masculinas en paniculas aglomeradas en las axilas
de las hojas nuevas, de hasta 15 cm de largo, tomentosas; flores sésiles o sobre pedicelos
de hasta 3 mm de largo, actinomorfas, de 3 a 4 mm de didametro; perianto de 5 a 7
segmentos, de 1.5 a 2 mm de largo, lineares, agudos, tomentosos; estambres 5-7, de 1 a
1.5 mm de largo, con el filamento muy corto, la antera oblonga y tomentosa; ovario ausente
(Fig. 2). Flores femeninas solitarias en las axilas de las hojas nuevas, en pedunculos
aplanados y alargados de 1 cm de largo y 3 a 4 mm de ancho, tomentosos; receptaculo

globoso de 3 mm de largo, con 5 dientecillos agudos, que contiene un ovario de 2 carpelos




semiunidos, semiinferos, uniloculares, pubescentes; estilo grueso de 2 mm de largo, con 3
ramas estigmaticas recurvadas de 3 mm de largo; estilo y estigmas pubescentes (Fig. 3).
Color blancas-amarillentas (Solares y Galvez, 2002; Cid, 2008), florece de marzo a agosto

(Monroy y Colin, 2000; Zamora, 2003; Solares y Galvez, 2002; Martinez, 2015).
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Figura 2. Amphipterygium adstringens ejemplar masculino (Cuevas, 2005).
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Frutos: Nueces abultadas con estigmas persistentes, sobre los pedicelos aplanados y
acrescentes hasta formar una especie de ala, de 3 a 4 cm incluyendo el ala, moreno
amarillentas o moreno rojizas, con una fina nervadura conspicua, glabras. Contienen 1 0 2

semillas muy aplanadas de 5 mm de largo (Fig. 4).

Figura 4. Fruto de Amphipterygium adstringens (Martinez Deaquino Patricia).

Polen: Isopolar, estefanocolporado, brevicolpado, 3 a 6 colporado, semitectado, suboblado
a oblato-esferoidal, vista polar circular, de 34.4 a 46 u, muro simplibaculado y algunas veces
duplibaculado, al MEB (microscopio electrénico de barrido) con granulos en los muros,
colpos de 7.5a 12.5 pde largoy 1.3 a 3.8 p de ancho, poros lalongados de 7.9 2 9.7 u de
largoy 4.7 a 8.0 u de ancho (Jiménez y Cuevas, 2001)




Ecologia y distribucion.

Especie de bosque tropical caducifolio y matorral xeréfilo, en elevaciones de 600 a 1,320 m.
Se asocia con Bursera morelensis, B. longipes, B. fagaroides, B. lancifolia, B. copallifera, B.
grabrifolia, B. submoniliformis, B. bipinnata, Pseudosmodingium perniciosum, Lysiloma
microphylla, Ceiba parviflora, Cyrtocarpa procera, Hauya rusbyi, lpomoea spp. y en
ocasiones con Conzattia multiflora. Su distribucidn esta restringida a la vertiente del
Pacifico, desde Nayarit, Sur de Zacatecas y Norte de Jalisco, Puebla, Morelos, hasta Oaxaca,
incluyendo la cuenca del rio Balsas (Argueta et al., 1994; Pennington y Sarukhdn, 2005)

(Fig.5).

»n»

*Amphipterygium adstringens *

Figura 5. Mapa de distribucion de Amphipterygium adstringens en México (Cuevas, 2005).
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Usos.

Las primeras referencias del uso de esta corteza son del siglo XVI, posteriormente en 1791
durante la expedicién de Malaspina, Pineda describié el uso que se daba a la “céscara” del
cuachalalate para el tratamiento de Ulceras y llagas en personas, asi como en animales
(Navarrete y Mata 2009) y en el siglo XX en la obra de Maximo Martinez de 1944. Pero a
partir de hace 30 afios su uso se intensificd (Dominguez, 2005). Se conocen cerca de 40 usos
terapéuticos tradicionales, se utiliza principalmente el cocimiento o té de la corteza, como
tratamiento de Ulceras, cancer de estdmago, gastritis, lesiones cutdneas, endurecimiento
de encias, tifoidea, tifo, heridas antiguas y malaria (Gonzdlez y Delgado, 1962; Martinez,
1986; Olivera, 1998). En el caso de heridas, puede aplicarse hecha polvo o macerada en
agua. Para el tratamiento de granos y llagas también se utiliza la resina de la corteza, que
puede ser aplicada a animales domésticos. Para el tratamiento de las Ulceras debe
remojarse la corteza hasta que el agua adquiera coloracidon, después hay que ingerirla como
agua de uso. En golpes, piquetes de animales ponzofiosos y como cicatrizante, se
recomienda lavar durante cinco dias, al menos, la zona a tratar con el agua de la planta
macerada. Por otro lado, si hay infeccion o inflamacion en la matriz u ovarios, la corteza se

hierve para usarla como cataplasma (Martinez, 1994; Quintanar et al., 1994) (Tabla 1).

Otros usos son: lavados vaginales en caso de infeccion, fiebres puerperales, flujo de
mujeres, “frio en el cuerpo”, inflamaciones, caidas de matriz y ovarios, para tratar granos
en los genitales, malestares estomacales, infecciones e inflamaciones intestinales , higado,
vesicula, gingivitis, dolor de muelas, fuegos en la boca, tos, anginas, tuberculosis, resfriado,
enfermedades pulmonares, varices, circulacion sanguinea, rifién, analgésico para la cintura,
cabeza, espalda o pulmones, hernia, reuma y punzadas, caida del cabello, manchas en la
piel, gangrena, antidiabético y astringente (Cortés, 1979; Argueta et al., 1994; Martinez,
1994; Hersch-Martinez, 1995; Lara y Mdarquez, 1996; Martinez, 2015).

11



Tabla 1. Formas de preparacidn y usos de Amphipterygium adstringens.

FORMA DE PREPARACION Usos APLICACION
Macerado en agua Cicatrizante Agua de uso
Pomada Cicatrizante Local
Jarabe Tos Tomado 3-4 veces al dia
Tonico Fortalecimiento de Tomado 1-3 veces al dia

pulmones, asma, tos.

Té Cicatrizante Tomado varias veces al dia

Comercializacion de la corteza de Amphipterygium adstringens.

Los resultados positivos a beneficio de su salud reportados por los usuarios han contribuido
a la difusion de las propiedades medicinales del cuachalalate, promoviendo su
comercializacion principalmente en los mercados nacionales. Sin embargo, histéricamente,
la provisidon de este recurso se ha llevado a cabo a través del trabajo de colectores en las
regiones donde se encuentra de forma natural. En tiempos mas recientes, la creciente fama
del cuachalalate ha trascendido nuestras fronteras, generando una elevada demanda que
ha llevado a los colectores a ignorar las prdacticas tradicionales de recoleccion. Los
intermediarios ahora imponen cuotas mas altas, lo que ha llevado a una recoleccién mas
intensiva, extendiéndose cada vez mas sobre las poblaciones naturales de cuachalalate.
Este fendmeno no solo resulta en la degradacidn de los arboles, sino también en laamenaza
para las poblaciones jovenes, poniendo en riesgo la conservacion a largo plazo de esta

especie (Cid, 2008).

El proceso de descortezamiento es llevado a cabo por colectores de plantas medicinales
gue viven en las comunidades donde se localizan los arboles de cuachalalate, y también por

colectores externos que llegan de otras comunidades rurales. La corteza fresca se lleva a los
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mercados directamente con los vendedores de plantas medicinales o bien a centros de
acopio manejados por intermediarios (Solares y Galvez, 2002).

Lo estrecho del proceso de comercializacion a lo largo de muchos afios ha generado como
consecuencia un método de descortezamiento irregular y altamente destructivo, ya que se
centra principalmente en obtener el mdximo volumen de corteza para conseguir una mejor
compensacion econdmica. El colector emplea el machete para descortezar el fuste sin tener
en cuenta la profundidad del corte ni la extensidn de la superficie descortezada. Esto resulta
en arboles con una amplia seccion del fuste no solo desprovista de corteza externa, sino
también interna, exponiendo completamente el tejido xilemdatico cominmente conocido

como madera (Solares y Galvez, 2002).

Por otro lado, aunque el colector es consciente de la presencia de corteza tanto rojiza como
blanca, no establece una conexion directa con el género de la especie, por lo que, al preferir
la corteza rojiza contribuye a la destruccion exclusiva de arboles masculinos. No obstante,
con el paso del tiempo, se incrementa la distancia tanto entre las areas de aprovechamiento
del colector como entre los arboles masculinos y femeninos, esto podria tener como
consecuencia la disminucion del potencial de fecundacidon que representaria una amenaza
para las poblaciones natural

es (Solares y Galvez, 2002).

Estos métodos de aprovechamiento tienen dos tipos de impacto: el impacto fisiolégico, que
ocurre instantes después de iniciar con el descortezamiento, al exponer el area
descortezada, se desencadena un proceso de deshidratacion donde el arbol comienza a
usar el agua almacenada en el xilema, lo que ocasiona que disminuya su didmetroy su vigor.
Como consecuencia de esto se origina la destruccidn de tejidos vitales como el cambium
vascular, cuya funcion es crear una nueva corteza, y destruido imposibilita su regeneracién.
Si el descortezamiento deja al descubierto la madera o xilema en un ancho no mayor a 3
cm, el dafio puede ser reparado por el arbol dejando Unicamente una cicatriz que puede

percibirse en los primeros 6 meses. Sin embargo, si la herida es mayor, queda al descubierto
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el tejido xilematico, facilitando el ataque de insectos, hongos y/o bacterias (Solares, 1995).
Segun datos de Solares y Galvez (2002) al menos un 20% de los arboles que se descortezan
por métodos tradicionales, mueren a consecuencia de los problemas antes mencionados y
aungue es dificil tener un conteo exacto, se aproxima que entre 10 y 20 arboles mueren

mensualmente (Solares y Galvez, 2002).

Metabolitos secundarios.

Las plantas son organismos autétrofos, producen tanto metabolitos primarios como
secundarios. El metabolismo primario comprende una serie de procesos metabdlicos que
permite a los organismos vivos sintetizar y degradar una serie de sustancias organicas
(metabolitos primarios) que le son indispensables para vivir, las cuales se encuentran

ampliamente distribuidos en la naturaleza (Revelo, 2010).

El metabolismo secundario, por su parte, sintetiza una diversidad de compuestos organicos
gue no parecen tener una funcion directa en el crecimiento y desarrollo de los organismos
vivos. Estas sustancias se conocen con el nombre de metabolitos secundarios (Taiz y Zeiger,
2006), se forman a través de los metabolitos primarios y los procesos que conllevan a su

formacion, pueden diferir en los diferentes organismos.

Los metabolitos secundarios difieren de los primarios (aminodacidos, nucledtidos, azlcares,
acil lipidos) porque tienen una distribucion restringida en el reino vegetal. Es decir, un
metabolito secundario determinado se encuentra con frecuencia en una sola especie
vegetal o grupo de especies relacionadas, mientras que los metabolitos primarios se

encuentran en todo el reino vegetal (Taiz y Zeiger, 2006).

El estudio de estos compuestos fue iniciado por los quimicos organicos del siglo XIX y
principios del siglo XX (Taiz y Zeiger, 2006). Recientemente, se descubrié que muchos

metabolitos secundarios tienen importantes funciones ecoldgicas en las plantas como
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protegerlas de los depredadores y de la infeccidn por patégenos microbianos, también
sirven como atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas y como agentes en la

competencia planta-planta (Revelo, 2010).

Los metabolitos secundarios, también son conocidos como productos naturales y tienen un
importante valor medicinal y econédmico. Un gran nimero de estos productos, se utilizan
en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas,

colorantes y principios activos (Revelo, 2010).

Su sintesis estd regulada también por factores como la luz, los reguladores del crecimiento
y la temperatura. Los metabolitos secundarios vegetales pueden dividirse en tres grupos
guimicamente diferentes: terpenos, fenoles y compuestos nitrogenados (Taiz y Zeiger,

2006).

En Amphipterygium adstringens el efecto terapéutico se atribuye a la presencia de dos tipos
de compuestos mayoritarios: los triterpenoides y los fenoles de cadena larga (Olivera, 1998;

Rosas, 2005; Navarrete et al., 2006).

Acidos anacardicos.

Los acidos anacardicos son compuestos fendlicos, considerados acidos grasos en los que el
grupo carboxilico ha sido reemplazado por un acido salicilico. La cadena lateral puede tener
una, dos o tres insaturaciones. En algunos de estos compuestos la cadena lateral puede
encontrarse entre las series homologas de C; y Cy, los acidos anacardicos mds comunes
poseen cadenas laterales de 13, 15 6 17 carbonos, con una insaturaciéon en C-8 o C-10,
aunque también puede existir con dos o tres insaturaciones en C-8, C-11 y C-8 y C-14,

respectivamente; se sabe que sin excepcién presentan configuracion Z (Tyman, 2001).
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Ruta biosintética de acidos anacardicos.

Los compuestos fendlicos son biosintetizados a partir de varias rutas metabdlicas, la ruta

del 4cido shigquimico y la del 4cido mevaldnico, son las dos rutas bdasicas de biosintesis.

La ruta biosintética de los acidos anacardicos no ha sido completamente descrita. Sin
embargo, Tyman en 1979 propone que la biosintesis de estos compuestos en Ginkgo biloba
se lleva a cabo de forma similar a la del acido 6-metil salicilico en Penicillium griseofulvum'y
supone que ésta ocurre mediante una condensacién de Claisen del policétido precursor y
la exclusiéon del aldol, y para la formacién simultanea de cardol, 2-metilcardol y cardanol

(Rosas, 2005) (Fig. 6).

Posteriormente en 1990, Walters y colaboradores propusieron que este tipo de
compuestos se biosintetizan a partir de dcidos grasos como precursores y por la adicion de
tres unidades de acetato en un mecanismo biosintético similar al que se conoce para la
produccion de acidos grasos, sin embargo, en la biosintesis de los acidos anacardicos no
todos los grupos cetos se reducen y se deshidratan durante la elongacion de la cadena
(como ocurre en la sintesis de los acidos grasos), algunos grupos permanecen intactos y
promueven la condensaciéon alddlica intramolecular, la cual produce el anillo aromatico

(Rosas, 2005) (Fig. 7).
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Fitoquimica de Amphipterygium adstringens.

Los usos etnobotanicos conocidos de la corteza de cuachalalate han generado la realizacién

de diversos estudios acerca de su composicion quimica y de la actividad bioldgica generada

por los compuestos aislados.

A continuacidn, se mencionan algunos de los compuestos aislados de la corteza. (Tabla 2).

Tabla 2. Compuestos aislados de la corteza de Amphipterygium adstringens.

COMPUESTO

Acido masticadiendnico

ESTRUCTURA

4/3

REFERENCIA
Navarrete, 1982;

co Soriano-Garcia et

al., 1987; Olivera
etal., 1999;
Oviedo-Chavez et
al., 2004; Rosas,
2005 y Revelo,
2010.

Acido 3-a-

hidroximasticadienonico

HO\\\““

S
N
<

m

coo
Mr

Navarrete, 1982;
Olivera et al.,
1999; Rosas,

2005; Hernandez,

2006; Carrasco y
Rivera, 2009.
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COMPUESTO

ESTRUCTURA REFERENCIA
CC
Acido 3B-hidroxi- Makino et al.,
masticadiendnico 2003.

HOY

o
S
o

Acido 3-epi-

Navarrete et al.,
hidroximasticadiendnico

1989.

Navarrete et al.,
Acido 1989; Mata et al.,
cocC
isomasticadiendnico

1991.

Navarrete, 1986;
Acido oleandlico

Makino et al.,

2003.
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COMPUESTO

ESTRUCTURA

Acido oleandnico

REFERENCIA

Makino et al.,

2003.

Acido epi-oleandlico

Navarrete et al.,
1989; Mata et al.,
1991; Navarrete

etal., 2006;
Carrasco y Rivera,

20009.

Acido 3-epi-oleanolico

Navarrete et al.,
1989; Mata et al.,
1991; Benitez,
1998; Castillo-
Juarez etal.,

2007.

Acido instipolincico

\,—-C00 1983; Navarrete

Dominguez et al.

7

et al., 2006.
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COMPUESTO

B-sitoesterol

ESTRUCTURA

REFERENCIA
Navarrete et al.,
1989; Argueta et
al., 1994; Makino

etal., 2003;
Carrasco y Rivera,

20089.

Acido 3-dodecil-1,8-

dihidroxi-2-naftoico

Rivero-Cruz et al.,
2005; Castillo et
al., 2007.

Acido (14b, 24E)-3-
oxolanosta-7,24-dien-26-

oico

Wc
v

Rivero-Cruz et al.,

2005.

Acido 3-a-hidroxi-6-oxo-
7, 24Z-tirucaladien-26-

oico

M
= ;\ iﬂ

Makino et al.,

2003.

Acido 3,7-dioxo-8,24Z-

tirucaladien-26-oico

T

Makino et al.,

2003.




COMPUESTO

3-a-hidroxi-7-ox0-8,24Z-

tirucaladien-26-oico

ESTRUCTURA

REFERENCIA

Makino et al.,

2003.

Acido 7,11-dioxo-3a-
hidroxi-8,24Z-

tirucaladien-26-oico

Makino et al.,

2003.

Acido 3,8-dioxo-7pB-
hidroxi-7,9-cicro-7,8-
seco-24Z-tirucaladien-

26-0ico

Makino et al.,

2003.

Acido 3a-hidroxi-
1la,12a-epoxi-

oleanano-28,13B-olido

Makino et al.,

2003.

Acido 3B-hidroxi-
1la,12a-epoxi-

oleanano-28,13B-olido

Makino et al.,

2003.
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COMPUESTO

27-acetoxi-3a,15a-
dihidroxidammara-

12,24-dieno

ESTRUCTURA REFERENCIA

Pérez et al., 1993.

Acido 6-pentadecil

salicilico

Navarrete et al.,

1989.

Acido 6-heptadecil

salicilico

Navarrete et al.,

1989.

Acido 6-nonadecil

Navarrete et al.,
COOH

"”\@/\/V\A/\/\AM 1989; Rosas et

salicilico
al., 2006.
Acido 6-heneicosenil N
\©/\/\/\/\f\/\/\/\/\/\ Rosas, 2005.
salicilico
COCH
HO R
Navarrete et al.,
Acidos anacérdicos 1989; Mata et al.,
R = (CH2):CH: (20)
R = (CH2)1sCH; (21) 1991.
R = (CHz)1sCH: (22)

R = (CHz)::CHa (23)
R = (CH2)++-CH=CH-(CH:):CH: (24)

Aldehidos anacardicos

CHO

Mata et al., 1991.

R = (CH;):-CH; (25)
R = (CH:):«sCH: (26)
R = (CHz)21CH: (27)
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COMPUESTO ESTRUCTURA REFERENCIA

Gonzadlezy

Sarsapogenina
Delgado, 1962.

Acido 2 —hidroxi-6-(Z-

nonadec-16-enil)- Carrasco y Rivera,

benzoico 2009.

HO R

Cardanoles Rosas, 2005.

Actividad biolégica de los compuestos aislados.

Los compuestos activos aislados a partir de la corteza de Amphipterygium adstringens
presentan varios efectos en la salud humana, los cuales han motivado diversos estudios,
entre los que podemos mencionar el realizado por Gonzalez y colaboradores en 1962, como
uno de los primeros en probar la actividad citotdxica del extracto de la corteza (Martinez y
Flores, 2003; Oviedo-Chavez et al., 2004; Dominguez, 2005; Rosas, 2005; Knauth et al.,
2018).

Aguirre en 1983 reporté la actividad antiulcerogdstrica del extracto, asi como lo hicieron
después Navarrete et al. en 1990, Argueta y colaboradores en 1994, Rosas en el 2000,
Cubillo en el 2006 y Araiza en el 2007. Ademas, Benitez (1998), Navarrete y colaboradores

(1998) y Arrieta y colaboradores (2003) concuerdan con dicha actividad especificamente
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para el acido 3a-hidroximasticadiendnico, el dcido masticadiendnico, B-sitoesterol y el
acido 3-epi-oleanolico.

Martinez (1986) evalud su accidn cicatrizante, que es una de las mas reconocidas de la
corteza, concluyendo que ayuda a disminuir el tiempo de cicatrizacidon (Rodriguez, 2015) y
posteriormente Fernandez (2003) argumenta que el extracto proporciona una mejor

epitelizacion y remodelacion de la cicatriz (Alvarado, 2018).

Una de las actividades que ha sido mds estudiada es la antimicrobiana, resultando el
extracto ser efectivo para diversas cepas como son: Saprolegniasis (Zacarias, 1993),
Fusarium moniliforme (Bravo et al., 2000), Porphyromonas gingivalis (Carrasco y Rivera,
2009; Rodriguez, 2011; Rodriguez-Garcia et al., 2015), Escherichia coli 43895 (Rodriguez,
2011; Rodriguez Garcia et al.,, 2015), Pseudomonas aeruginosa (Munoz, 2013),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Rodriguez-Garcia et al., 2015), Micobacterium
tuberculosis (Rivero-Cruz et al., 2005), Staphylococcus, Yersinia enterocolitica, Enterobacter
aerogenes y Enterobacter agglomerans (Canales et al., 2005), Vibrio cholerae (Canales et
al., 2005; Jaury, 2009; Orozco, 2010), bacterias Gram (+), Gram (-) (Miranda, 2006; Orozco,
2010), Helicobacter pylori (Miranda, 2006; Castillo-Juarez et al., 2007; Cruz, 2008; Castillo,
2011), Bacillus cereus (Lépez et al., 2015; Rodriguez, 2015), Enterococcus faecalis (Lopez et
al., 2015), Staphylococcus aureus (Jaury, 2009; Orozco, 2010; Lépez et al., 2015),
Streptococcus mutans (Carrasco y Rivera, 2009; Rodriguez-Garcia et al., 2015),
Staphylococcus epidermidis, Trichophyton mentagrophytes (Jaury, 2009; Orozco, 2010),
Chromobacterium violaceum (Mufioz, 2013), Candida albicans, Salmonella typhi (Rodriguez,

2015), y Rhizoctonia solani (Orozco, 2010).

La actividad antiinflamatoria del extracto ceténico y de los acidos 3a-
hidroximasticadiendnico y 6-nonadecil salicilico fue evaluada por Rodriguez en 2015,
Olivera y colaboradores en 1999 y Rosas en 2005 (Rosas, 2005; Rodriguez-Canales et al.,

2016).
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También se han realizado diversos estudios sobre la actividad antigenotdxica del extracto
hexdnico y acuoso, como son los realizados por Martinez y Flores (2003), Jiménez (2004),

Quintanar (2005), Hernandez (2006) y Portilla (2007).

Por ultimo, las actividades menos estudiadas han sido: contra colitis ulcerosa (Jiménez,
2016), la hipocolesterolémica (Navarrete, 1982), enzimatica (Cajero, 2016), alelopatica
(Nunez, 2013), bioldgica en Copaxa multifenestrata (Pérez-Salgado, 2016), contra la

gingivitis (Castillo, 2004) y como filtro solar (Quintanar et al., 1994; Arroyo, 1994).

Cultivo in vitro de tejidos vegetales.

En las ultimas décadas se han desarrollado diferentes sistemas para los cultivos de
protoplastos, células, tejidos y drganos vegetales; uno de ellos es el cultivo de células en
suspension, que fue introducido a finales de los anos 60 del siglo XX, como herramienta
para el estudio y la produccion de los metabolitos secundarios (Bourgaud et al., 2001) y
desde entonces ha sido extensamente estudiado con el objetivo de incrementar la

acumulacién de los compuestos deseados.

Roca y Mroginski (1991) definen el cultivo de tejidos ampliamente como un conjunto de
técnicas diversas en las cuales se cultiva un explante (una parte separada del vegetal)
asépticamente en un medio artificial de composicidon quimica determinada y que se incuba
en condiciones ambientales controladas. Para su establecimiento se debe tener en cuenta
algunos aspectos generales comunes relacionados con el explante, la asepsia, el medio de

cultivo y las condiciones de incubacién (Mroginski et al., 2010).

Los explantes cultivados pueden ser diversos (protoplastos, células, tejidos u érganos), pero
para lograr un sistema de callos lo ideal es cultivar cualquier érgano, tejido o célula viva. Las
caracteristicas propicias con las que deben cumplir los explantes a cultivar es que sean

jovenes, derivados de semillas en germinacion, ya que en ellos se obtienen respuestas
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rdpidas y, en general, existen menores problemas de contaminacién con microorganismos,
ademas en cuanto mds grande sea el explante mayores seran las posibilidades de inducir la

propagacion de callos (Mroginski et al., 2010).

Uno de los principales problemas que se presentan durante el establecimiento de cultivos
es su contaminacién con diversos tipos de microorganismos (hongos, levaduras, bacterias,
fitoplasmas, virus), generado por el ambiente creado por la relacién explante-medio de
cultivo-condiciones fisicas de incubacién, que es sumamente favorable para su proliferacion

y que pueden causar la destruccién de los cultivos (Mroginski et al., 2010).

Una vez seleccionado el mejor explante se requiere desinfestarlo superficialmente, para
esto se han utilizado diferentes compuestos, las soluciones de hipoclorito de sodio y de
calcio, el perdxido de hidrégeno, el nitrato de plata, el cloro comercial y el alcohol a
diferentes porcentajes, se encuentran entre los mas cominmente usados. La eleccion del
desinfestante, su concentracion y el tiempo de desinfestacién, va a depender en gran
medida, de las caracteristicas del explante; estos se establecen experimentalmente (Roca 'y

Mroginski, 1991).

Mroginski y colaboradores (2010) definen al medio de cultivo como una preparacién de
sales inorgdnicas y compuestos organicos requeridos para la nutricién y manipulaciéon de
los cultivos. Existen numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre 6y
40 compuestos. Para determinar la composicidon adecuada del medio, se debe experimentar
con diversas formulaciones para obtener los resultados requeridos del explante(Roca y

Mroginski, 1991).

Para establecer cultivos asépticos es conveniente; trabajar en ambientes adecuados;
esterilizar los medios de cultivos en el autoclave a una presion de 15 |b. durante 15 a 20
minutos; ya que a esta presion la temperatura del vapor es aproximadamente de 121 °C,

suficiente para matar a todas las formas de vida; desinfestar los explantes, eliminando
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bacterias y hongos exdgenos; y preparar los cultivos con ciertas normas de asepsia (Roca y

Mroginski, 1991).

Cultivo de células en suspension.

Las suspensiones celulares consisten en células libres y agregados celulares distribuidos en
un medio en movimiento, el cual constituye una forma para mantener y propagar células
vegetales. Los beneficios esperados de la industrializacién de estos cultivos se pueden

resumir en:

® Produccidén, en escala industrial de algunas sustancias naturales.

® Produccién de sustancias dificiles de obtener por extraccidén o por sintesis quimica.

e Reduccién de los costos de produccion de estas sustancias, a largo plazo.

® Produccién continua y controlada de sustancias, independientemente de los
factores del ambiente.

® Precios estables.

Algunos de los compuestos quimicos de importancia econdmica cuya produccidon por

células cultivadas in vitro se estd investigando se resumen en el siguiente cuadro (Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos que se busca obtener por cultivo de células in vitro.

PRODUCTO ESPECIE VEGETAL USO INDUSTRIAL
Codeina Papaver sommiferum Analgésico
Diosgenina Dioscorea deltoidea Anticonceptivo

Antimaldrico
Quinina Chinchona ledgeriana
Amargorizante
Digoxina Digitalis lanata Cardiotdnico
Escopolamina Datura stramonium Antihipertensivo
Vincristina Catharanthus roseus Antileucémico
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PRODUCTO ESPECIE VEGETAL USO INDUSTRIAL

Chrysanhemum
Piretreina Insecticida
cinerariaefolium; Pyrethrum sp.
Taumatina Thaumatococcus danielli Edulcolorante
Jasmina Jasminum sp. Perfume
Shikonina Lithospermum erythrorhyzon Colorante
Teobromina Theobroma cacao Saborizante
Reserpina Ranwolfia serpentina Antihipertensivo
Vainillina Vainilla planifolia Saborizante
Menta Mentha piperita, M. viridis Saborizante
Capsaicina Capsicum frutescens Saborizante
Esteriosida Stevia rebaudiana Edulcolorante

Antecedentes de la produccidon de metabolitos secundarios de
Amphipterygium adstringens por cultivo de células en suspension.

Dada la importancia farmacoldgica que poseen los compuestos derivados del metabolismo
secundario de Amphipterygium adstringens y, por otra parte, debido a que es una especie
silvestre con dafios graves en sus poblaciones a causa del aprovechamiento comercial, el
cultivo in vitro de células en suspension es una alternativa viable para la produccion de los
metabolitos secundarios. Pese a esto, no existen estudios previos que refieran protocolos
para la obtencion de dichos compuestos a través de cultivos de células en suspensién, ni
para el establecimiento de este tipo de cultivos in vitro, para esta especie o para su género.

En este sentido, el interés de esta propuesta de trabajo es establecer dicho protocolo.
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Justificacion.

El cuachalalate es un arbol cuya corteza ha sido empleada en la medicina tradicional desde
tiempos prehispanicos. En la actualidad se utiliza para tratar mas de 25 enfermedades
diferentes, destacando su eficacia en el tratamiento de la gastritis, la eliminacidn de Ulceras
gastricas y la cicatrizacion de heridas. Estas propiedades le confieren un estatus destacado

en la herbolaria mexicana (Solares et al., 2012).

Diversos estudios han demostrado que los extractos y compuestos obtenidos de la corteza
del cuachalalate poseen propiedades antiinflamatorias, antiulcerogastricas, citotdxicas,
antifungicas y antimicrobianas (Navarrete et al., 1998; Bravo et al., 2000; Oviedo-Chavez et

al., 2004; Rivero-Cruz et al., 2005; Rosas, 2005; Castillo-Juarez et al., 2007).

Sin embargo, Solares y sus colegas (2012) sefalan que el método tradicional de obtencién
de la corteza es destructivo, ya que provoca la muerte de al menos el 40% de los arboles
por deshidratacion. Este problema se agrava cuando aumenta la demanda del cuachalalate
por parte de empresas trasnacionales, debido al descubrimiento de un compuesto con

potencial para el control efectivo del adenocarcinoma.

Ademas, se ha informado sobre las dificultades en la reproduccién natural de esta planta.
Las investigaciones sobre métodos de propagacion han revelado que las semillas de
cuachalalate tienen una viabilidad de solo entre el 10% y el 50%, con un bajo porcentaje de

germinacion, segun los resultados de Cid de la Torre en 2008.

Ante estos desafios, el cultivo de células en suspensién resulta una alternativa prometedora
para obtener metabolitos de interés, especialmente en el caso de plantas silvestres que
requieren largos periodos de cultivo, tienen bajos rendimientos de metabolitos secundarios
o carecen de procesos de sintesis quimica establecidos. Este sistema permite producir de

manera independiente de factores externos como la disponibilidad de tierra, el clima y las
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condiciones geopoliticas, al tiempo que ofrece un mayor control sobre las condiciones de
cultivo, alcanzando mayor rendimiento y calidad. Por esta via se han obtenido mas de 30
productos naturales en mayores cantidades que las producidas en las plantas enteras

(Fernandez et al., 2002).

Por todo esto, el cultivo in vitro podria ser una opcién viable para la obtencién de
metabolitos secundarios responsables de la actividad biolégica de Amphipterygium
adstringens, ya que esta técnica ha sido utilizada de forma exitosa en diversas especies

vegetales.

Hipotesis.

Debido a la grave destruccion de las poblaciones silvestres de Amphipterygium adstringens
ocasionado por el aprovechamiento comercial derivado de su relevancia dentro de la
herbolaria, se espera establecer el primer protocolo de cultivo in vitro de células en
suspension de dicha especie, que permita la obtencién de alguno o varios de los
compuestos con importancia farmacoldgica que produce en su metabolismo secundario la

planta silvestre.

Objetivo General.

Obtener metabolitos secundarios de Amphipterygium adstringens a partir de cultivos de

células en suspension.

Objetivos Particulares.

> Determinar el explante y método de desinfestacién mas adecuado para generar

tejido de callo friable.
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> Evaluar diferentes concentraciones de hormonas vegetales para la obtencién de
callos.
> Obtener e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios obtenidos del cultivo

de células en suspensidon de Amphipterygium adstringens.

Material y Método.

Zona de Estudio.

La zona de recoleccién se encuentra localizada en la comunidad de Tecolapa, ubicada
dentro del municipio de Olinala, Guerrero. Esta comunidad pertenece a la regién de La
Montaia; se ubica entre los 98° 76’ 41" de longitud oeste y los 17° 97’ 30"’ de latitud norte,

a una mediana altura de 1000 m.

El clima predominante es el subhumedo semicélido, la temperatura media anual es de 22
°C, siendo en enero cuando oscila entre 5 y 7 °C. Las lluvias se presentan de junio a
septiembre con una precipitacion pluvial media anual de 800 mm. La flora se compone de
selva baja caducifolia y una pequefia porcion de bosques de pino—encino donde la altura de
los arboles va desde 5 a 30 metros y la fauna estd integrada por conejo, venado, armadillo,
coyote, tejon, zorro, tlacuache, liebre, iguana, paloma, zopilote, culebra y vibora de

cascabel, alacran, rata y lagartija.

Recolecta del Material Bioldgico.

La recolecta del material bioldgico de Amphipterygium adstringens se llevd a cabo el 22 de
septiembre del 2012 en la comunidad de Tecolapa, del municipio de Olinala, Guerrero; en
ejemplares femeninos, puesto que Olivera (1998) y Rosas-Acevedo y colaboradores (2011)
reportan que la acumulacién del acido masticadiendnico y el a-hidroximasticadiendnico,

compuestos con mayor actividad terapéutica, es mayor en las plantas femeninas que en las
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plantas masculinas. Se recolectaron ramas completas, frutos secos y trozos de corteza, los
cuales se transportaron en una hielera para mantenerlas frescas hasta el momento de ser

utilizados.

La corteza se retiré con la ayuda de un cuchillo desinfectado siguiendo las recomendaciones
de Solares y Galvez (2002), haciendo un corte longitudinal de aproximadamente 10 cm de
ancho y procurando que la profundidad no fuera mayor a 5 mm, para de esta forma evitar
un dafo al sistema vascular (Fig. 8); en cuanto a las ramas, se cortaron las de menor altura

con ayuda de una navaja y los frutos secos se retiraron de las mismas.

Figura 8. Descortezamiento de Amphipterygium adstringens (Martinez Deaquino Patricia).




Obtencion de explantes.

Procurando utilizar la mayor parte del material recolectado, los pedazos de corteza se
cortaron en trozos de 1 cm? aproximadamente; los frutos secos se usaron una parte enteros

y del resto se extrajeron las semillas y los embriones ubicados dentro de éstas.

Por otra parte, las ramas se dividieron en pequefos trozos de aproximadamente 2 cm, a los
gue se les realizd un corte de forma longitudinal; de éstas mismas ramas se desprendieron
las hojas mas jovenes, se les retird el peciolo, que también fue utilizado; al igual, los
meristemos apicales se cortaron de los extremos superiores y posteriormente fueron

cortados de forma longitudinal para su posterior cultivo.

Pruebas de desinfestacion.

Las pruebas se llevaron a cabo por lotes de 45 explantes de corteza, ramas, hojas, semillas,
embriones y meristemos, se lavaron y cepillaron perfectamente con una solucién jabonosa
y enjuagados con agua corriente, para después ser colocados en etanol al 70%,
posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril en una ocasion, después se
introdujeron en una solucién de hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones
preparada con agua destilada, a la que se le agregd una gota de detergente liquido, y a
continuacién se volvieron a enjuagar con agua destilada estéril en tres ocasiones.
Finalmente, se llevaron a una solucidn fungicida (1 g/L) y se dejaron ahi durante un minuto,

antes de ser llevados a los medios de cultivo.

Las concentraciones de hipoclorito de sodio que se evaluaron y el tiempo en que los
explantes se mantuvieron sumergidos tanto en el etanol como en el hipoclorito de sodio se

pueden observar en el siguiente cuadro (Tabla 4).
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Tabla 4. Concentraciones de hipoclorito de sodio usadas y lapsos de tiempo de desinfestacion en
etanol e hipoclorito de sodio respectivamente (min, min).

5% 10% 15% 20% 25% 30%
1,1 5,1 5,1 5,1 5,1 51
1,5 5,5 5,5 5,5 5,5 55
0% 1,10 5, 10 5, 10 5, 10 5, 10 5, 10
1,15 5,15 5,15 5,15 5, 15 5, 15
1,20 5, 20 5, 20 5, 20 5, 20 5, 20
1,25 5,25 5,25 5,25 5, 25 5, 25

Preparacion de medios de cultivo sdlidos.

Medio de Cultivo 1: Se emplearon el medio de cultivo Murashige y Skoog adicionado con
agar gel, agua de coco, azlcar y 2.5 mg/L de bencilaminopurina y adenina. Posteriormente

se procedid a esterilizarlos en la autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Medio de Cultivo 2: Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog adicionado con agar
gel, agua de coco, azucar, bencilaminopurina y dcido naftalenacético. La concentracion de
fitohormonas fue de 1 y 3 mg/L respectivamente. Finalmente, se esterilizaron en el

autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Siembra de los explantes y formacion de callos.

Se inocularon 3 explantes por frasco, bajo condiciones de esterilidad, para evitar asi la
contaminacion de los cultivos, los cuales al concluir la inoculacién se colocaron a
temperatura ambiente y con un fotoperiodo de 10 horas luz, para el desarrollo favorable

de los callos.
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Preparacion de medios de cultivo liquidos.

Estos medios de cultivo se elaboraron con Murashige y Skoog adicionado con agua de coco
y azlcar, sin la presencia de ningun agente gelificante. Fueron esterilizados en la autoclave

en condiciones estandar.

Establecimiento de los cultivos de células en suspension.

Para realizar los cultivos de células en suspensién los callos friables obtenidos se pasaron a
los medios de cultivo liquidos, donde se mantuvieron en agitacion constante para que se
disgregaran y de esta forma se obtuvieron las suspensiones celulares. Finalmente estas
células producidas se subcultivaron a medios de cultivo liquidos nuevos donde continuaron

Su propagacion.

Extraccion y purificacion de los metabolitos.

Para separar el tejido vegetal del medio de cultivo, se realizd un filtrado a vacio. Las células

recuperadas se maceraron exhaustivamente con hexano a temperatura ambiente.

Por otro lado, el medio de cultivo liquido recuperado se extrajo con acetato de etilo (4 X
200 mL), posteriormente la fase organica fue concentrada en el rotavapor. Finalmente, el

extracto hexdnico fue analizado por cromatografia de gases acoplada a masas.
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Resultados y analisis de resultados.

Pruebas de Desinfestacion.

En cuanto a la desinfestacion del material bioldgico, Unicamente en el grupo desinfestado
con etanol al 70% por 5 minutos e hipoclorito de sodio al 30% durante 25 minutos se pudo
observar un porcentaje de desinfestacion del 100% en los explantes de Amphipterygium

adstringens.

Aungue con otras concentraciones de hipoclorito de sodio (15, 20, 25 y 30%, esta ultima en
los tiempos menores a 25 minutos) también se logré la desinfestacion (Cuadro 5), ninguno
de esos casos nos dio el 100%, ya que los explantes presentaban contaminacion a los dos o
tres dias de la inoculacién y con el paso de los dias aumentaba dicha contaminacién hasta

gue el lote completo estaba contaminado.

Por otra parte, con las concentraciones menores (5, 10% y 15% en los lapsos menores a 20
minutos) la contaminacién de los explantes comenzd a observarse desde el dia siguiente a

la inoculacion, hasta que finalmente el lote completo estaba contaminado.

Tabla 5. Porcentaje de frascos al tercer dia de inoculaciéon que no presentaron contaminacion.

Hipoclorito de Sodio

1,1 5, 1 5,1 5,1 5, 1 5,1

1,5 55 5,5 5,5 55 5,5

1,10 5,10 5,10 5, 10 5,10 5,10
1,15 5, 15 5, 15 5, 15 5, 15 5, 15
1, 20 5,20 5,20 5, 20 5,20 5, 20
1,25 5, 25 5, 25 5,25 5, 25 5, 25

HE B N e

0-5% 10-25% 30-60% 65 - 95% 100%
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Eleccion del Explante y Medios de Cultivo.

Mediante la observacidn del desarrollo de los explantes cultivados se ha determinado, que
el medio de cultivo adecuado para la obtencién de callos es el Murashige and Skoog
adicionado con agua de coco, 1 y 3 mg/L de bencilaminopurina y acido naftalenacético
respectivamente, ya que Unicamente en este medio se obtuvieron callos friables de
meristemos apicales, lo cual no ocurrié con el otro medio de cultivo utilizado con ninguno

de los explantes en las 5 repeticiones que se hicieron.

Inoculacion de los Medios y Desarrollo de los Cultivos.

Lainoculacién de los cultivos no presentd ninguna contaminacion a lo largo de su desarrollo.
Los callos se formaron a partir de meristemos apicales, los cuales comenzaron su desarrollo
después de transcurridos 45 dias de su inoculacidén a los medios y sélo el 10% de ese lote

presentd formacion de callo.

En cuanto al resto de explantes, ningln otro presentd formacién de callo.

39



Identificacion de compuestos.

Compuesto

Tabla 6. Principales constituyentes identificados.

Abundancia

Férmula (%)° Estructura

6-amino-2-metil-2-

NH, OH

145 CsHisNO 4.09 3.8
heptanol
OH
Tetrahidro-1,1- 136  CsHgOsS 4.28 7.2
dioxido-tiofeno-3-ol S
7N

Isopropil palmitato 298.5

CioH3s02 2275 3.4 \/\/\/\/\/\/\/\"(

2,6,10,14-tetrametil-
296.5
heptadecano

CaHas 29474 11.4 \/\(\/\W/\/\[A/Y
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Compuesto Formula , Rt Abundancia Estructura

(%)°
2,6,10,15-tetrametil-
296.5 CaiHa 2582 17.2
heptadecano
. 0, OH
Acido mono(2- e
etilhexil) ester 1,2- 2785 C16H204 2883 16.6 o
bencenodicarboxilico
2-etil-2-metil-
2426 CH10 3236 3.4 Ho
tridecanol
6-etil-2metil-decano  184.36 CisHas 3757 35

a determinados de CG-SM.

b determinados en base a las dreas de los picos obtenidos en CG-SM.
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Discusion.

El presente estudio revelé que es posible la induccidn de callos y el establecimiento de
suspensiones celulares de Amphipterygium adstringens, a partir de meristemos apicales,
con una desinfestacion de etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 30%, en lapsos de 5y 25
minutos respectivamente, cultivados en medio Murashige and Skoog adicionados con 1
mg/L de bencilaminopurina y 3 mg/L de acido naftalenacético. Este protocolo seria el
primero en establecerse para el cultivo in vitro de células en suspensién de esta especie y

su género, por lo que estos resultados son de gran interés.

Por otra parte, en los cultivos de células en suspensidon de Amphipterygium adstringens, no
se encuentran presentes ninguno de los compuestos reportados en la literatura para esta
especie, sin embargo, se identificaron acidos grasos que de acuerdo con la ruta biosintética
propuesta por Walters y colaboradores son precursores de los acidos anacardicos (Rosas,
2005), uno de los grupos de metabolitos principales de esta especie y que se han reportado

con diferentes actividades farmacoldgicas.

La ausencia de los metabolitos de interés en los cultivos celulares puede atribuirse a que el
tejido de callo estda conformado por células indiferenciadas, y se sabe que muchos
metabolitos secundarios se sintetizan integrados a eventos de diferenciacion (Kreis, 2007).
Por ejemplo, los resultados de las investigaciones realizadas con aceites esenciales
mostraron que las células indiferenciadas no son capaces de producir monoterpenos por la
ausencia de estructuras capaces de acumular estas sustancias (Dérnenberg y Knorr, 1997).
El estudio anatdémico de la corteza de cuachalalate ha demostrado la presencia de
abundantes radios con canales resiniferos en la corteza (Ordufio, 1998; Rosas-Acevedo et
al., 2011), y Olivera (1998) detectd la presencia de los acidos 3 a- hidroximasticadiendnico
y masticadiendnico en la resina de la corteza la cual obtuvo solamente pinchando la corteza,
por los cual es probable que los metabolitos de interés se sinteticen en estructuras

especializadas.
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Otro factor importante en la produccién de metabolitos secundarios es que las plantas en
la naturaleza producen estos compuestos como mecanismo de defensa en respuesta a
condiciones adversas. Por lo que se ha vuelto frecuente el uso de inductores bidticos o
abidticos para la produccion de metabolitos secundarios por cultivo de células en
suspension para mejorar la productividad de diversos productos de interés farmacéutico

(Bhatia, 2015; Furusaki y Takeda, 2011).

Finalmente, se ha detectado que bajo condiciones de cultivo in vitro se pueden obtener
nuevas sustancias no sintetizadas por las plantas en su habitat natural, algunas de ellas con
actividad biolégica, lo cual pone de manifiesto la relevancia de este tipo de cultivo de células
para obtener nuevos metabolitos secundarios (Furusakiy Takeda, 2011; Martin et al., 2018;

Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).
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Conclusiones

De acuerdo con los resultados se puede concluir que:

® Los meristemos apicales de Amphipterygium adstringens son el tejido mas

adecuado para obtencion de callos friables.

e El medio de cultivo Murashige & Skoog adicionado con bencilaminopurina y acido
naftalenacético induce la formacion de tejido de callo en Amphipterygium

adstringens.

e El cultivo de células en suspension permitié detectar la presencia de acidos grasos
que son los precursores de acidos anacardicos uno de los grupos de metabolitos que

han sido aislados del cuachalalate.

e El conocimiento generado y experiencia adquirida, brindan una base para futuros
estudio orientados a la obtencion de metabolitos secundarios mediante el cultivo in

vitro de células en suspension de esta especie.

44



Bibliografia

Aguirre A., M. T. (1983). Estudio farmacoldgico del efecto antiulcerogastrico de una fraccién
pura de la planta Juliania adstringens, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 35-

52.

Alvarado F., J. (2018). Evaluacién del efecto cicatrizante y angiogénico de los acidos 3a-
hidroximasticadiendnico, masticadiendnico y anacardicos aislados de corteza de
cuachalalate (Amphipterygium adstringens), Tesis licenciatura, UNAM, México, pp

56-60.

Araiza T., D. (2007). Evaluacion del efecto antiulceroso del té de la corteza de cuachalalate

(A. adstringens) en ratas Wistar, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 13-57.

Argueta, A., M. Cano y E. Rodarte. (1994). Atlas de las plantas de la medicina tradicional

mexicana, tomo 1, Instituto Nacional Indigenista, México, pp 58, 542-543.

Arrieta, J., J. Benitez, E. Flores, C. Castillo y A. Navarrete. (2003). Purification of
gastroprotective triterpenoids from the stem bark of Amphipterygium adstringens;
role of prostaglandins, sulfhydryls, nitric oxide and capsaicin-sensitive neurons. En:

Planta Medica, Vol. 69, Num. 10, pp 905-909.

Arroyo R., G. (1994). Estudio de las propiedades fotoprotectoras-cosméticas del extracto de
Amphipterygium adstringens (cuachalalate), Tesis de licenciatura, UNAM, México,

pp 59-83.

Bhatia, S. (2015). Application of plant biotechnology, en: Modern applications of plant
biotechnology in pharmaceutical sciences. Bhatia, S., Sharma, K., Dahiya, R. y Bera,

T. Capitulo 5. pp. 157-207

45



Benitez Y., J. (1998). Evaluacién farmacoldgica del efecto gastroprotector de los
triterpenoides de la corteza de cuachalalate, Tesis de licenciatura, UNAM, México,

pp 90-95.

Bourgaud, F., A. Gravot, S. Milesi y E. Gontier. (2001). Production of plant secondary

metabolites: a historical perspective. En: Plant Science, Vol. 161, pp 839-851.

Boyas, D., F. Solares, J. M. Javelly, M. M. Linares y M. A. Cervantes. (1988). Diagndstico
forestal del estado de Morelos, INIFAP-SAHR, México, p 333.

Bravo, L., Y. Bermudez y B. Montes. (2000). Inhibicién de Fusarium miniliforme mediante
polvos vegetales y algunos de sus componentes quimicos. En: Manejo Integrado de

Plagas, CEPROBI, Instituto Politécnico Nacional, Num. 57, pp 29-34.

Cajero S., W. (2016). Efecto inhibidor del extracto hexanico y acuoso de Cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) sobre las subfamilias de los citocromos P450 1Ay 2B,

Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 38-45.

Canales M., T. Hernandez, J. Caballero, A. Romo de Vivar, G. Avila, A. Duran y R. Lira. (2005).
Informant consensus factor and antibacterial activity of the medicinal plants used
by people of San Rafael Coxcatldn, Puebla; México. En: Journal Ethnopharmacol, Vol.

97, NUm. 3, pp 429-439.

Carrasco C., A. L. y E. Rivera A. (2009). Actividad antibacteriana de compuestos aislados de
la corteza de cuachalalate (Amphipterygium adstringens) sobre bacterias patégenas

de la cavidad oral, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 34-46.

46



Castillo J., A. (2004). Uso del Cuachalalate como enjuague bucal para el tratamiento de

gingivitis, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 31-71.

Castillo J., A. (2011). Estudio de la actividad anti-Helicobacter pylori de la corteza de

Amphipterygium adstringens, Tesis de doctorado, UNAM, México, pp 61-127.

Castillo-Juarez, 1., F. Rivero-Cruz, H. Celis, e I. Romero. (2007). Anti-Helicobacter pylori
activity of anacardic acids from Amphipterygium adstringens. En: Journal of

Ethnopharmacology, Vol. 114, Nim. 1, pp 72-77.

Cid de la T., K. S. (2008). Propagaciéon Sexual del Cuachalalate (Amphipterygium
adstringens), Especie de Uso Medicinal, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 68-

86.

Cortes R., P. (1979). Estudio bibliografico de la planta denominada cuachalalate, desde el

punto de vista de la toxicologia, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 33-44.

Cruz R., C. M. (2008). Efecto del extracto acuoso de A. adstringens (Cuachalalate) en
Helicobacter pylori, evidenciado por el método de Mosmann y microscopia

electrénica de transmision, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 64-79.

Cubillo C., L. (2006). Evaluacion del efecto antiulceroso de la infusién de la corteza de
cuachalalate (Amphipterygium adstringens) en un modelo ulcerogénico

experimental en ratas Wistar, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp. 39-59.

Cuevas F., X. M. (2005). A revision of the genus Amphipterygium (Julianiaceae). En: Ibugana,
Boletin del Instituto de Botdnica, Universidad de Guadalajara, Vol. 13, Num. 1, pp

27-47.

47



Dominguez R., M. (2005). Actividad genotoxica del acido 6-nonadecil salicilico aislado de la
corteza de cuachalalate y de su éster metilico evaluada en sangre periférica de
ratones CD1 con la prueba de micronucleos, Tesis de licenciatura, UNAM, México,

pp 47-57.

Dominguez, X.A., R. Franco, S. Garcia, M. E. Porras y G. Vazquez. (1983). Plantas medicinales
mexicanas XLVIII. Estructura del acido instipolinacico separado de la corteza del
cuachalalate (Amphipterygium adstringens) Schl. En: Revista latinoamericana de

quimica, Vol. 14, Num. 2, pp 99-100.

Dornenberg, H. y D. Knorr. (1997). Challenges and opportunities for metabolite production
from plant cell and tissue cultures. En: Revista Food technology Vol. 51, Num. 11, pp

47-54.

FernandezR., J. (2003). Valoracién del efecto cicatrizante del cuachalalate (Amphipterygium
adstringens) en lesiones cutdneas de rata Wistar, Tesis de licenciatura, UNAM,

México, pp 57-85.

Fernandez C., O., E. Qjito C., L. Pérez A. (2002). Obtencién de flavonoides a partir del cultivo
en suspension de células vegetales de Matricaria recutita L. En: Rev. Universidad

Eafit, NUm. 127, pp 63-67.

Furusaki, S. y Takeda, T. (2011). Bioreactors for plant cell culture. En: Comprehensive

Biotechnology, 22 edicién, volumen 2. Moo-Young, M. (editor). pp. 361-372.

Gonzalez, E. y J. Delgado. (1962). Phytochemical investigation of Amphipterygium

adstringens. En: Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 51, Num. 8, pp 786-790.

48



Gonzdlez, E., G. Mckenna y J. Delgado. (1962). Anticancer evaluation of Amphipterygium

adstringens. En: Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 51, Num. 9, pp 901-903.

Guzman P., A. M. (2012). Germinacidn de semillas de tres procedencias de Amphipterygium
adstringens (Schltdl.) Standl (Julianiaceae), Tesis de licenciatura, Universidad del mar

Campus Puerto Escondido, México, pp 45-84.

Hernandez G., C. (2006). Estudio del efecto antigenotdoxico del cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) evaluado con el ensayo cometa (electroforesis
unicelular en gel), Tesis de licenciatura, Universidad Auténoma de Querétaro,

México, pp 31-45.

Hersch-Martinez, P. (1995). Commercialization of wild medicinal plants from southwest

Puebla, México. En: Economic Botany, Vol. 49, Nim. 2, pp 197-206.

Jaury C., A. (2009). Estudio preliminar de la actividad antimicrobiana de Juliania adstringens

(Schldl.) Schldl (cuachalalate), Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 13-31.

Jiménez A., M. B. (2004). Estudio de la capacidad apoptética del cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) evaluada con el ensayo cometa (electroforesis

unicelular en gel), Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 35-45.

Jiménez R., R. (2016). Actividad terapéutica del extracto etandlico de Juliania adstringens
en un modelo murino de colitis experimental, Tesis de licenciatura, UNAM, México,

pp 26-58.

Jiménez R., N. y X. M. Cuevas F. (2001). Morfologia del polen de Amphipterygium Schiede
ex Standley (Julianiaceae). En: Ibugana, Vol. 7, Nim. 1-3, pp 65-73.

49



Knauth P., G. J. Acevedo-Hernandez, M. E. Cano, M. Gutiérrez-Lomeliy Z. Lépez. (2018). In
vitro bioactivity of methanolic extracts from Amphipterygium adstringens (Schitdl.)
Schiede ex Standl., Chenopodium ambrosioides L., Cirsium mexicanum DC., Eryngium
carlinae F. Delaroche, and Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. used in traditional
medicine in Mexico. En: Hindawi, Evidence-Based complementary and alternative

medicine, Vol. 2018, pp 1-11.

Kreis W. (2007). In-Vitro Culturing Techniques of Medicinal Plants. En: Kayser O, Quax W)
(eds) Medicinal Plant Biotechnology. From Basic Research to Industrial Applications.

Wiley-VCH, Weinheim, pp 159-185

Lara O., F., y Marquez A., C. (1996). Plantas medicinales de México: composicién, usos y

actividad biolégica, UNAM, México, p 43.

Lépez Z., J. Villarruel-Mufioz, J. Rico, T. Terrazas, J. Salazar-Flores y P. Knauth. (2015).
Cytotoxic effects and antimicrobial activity of cuachalalate (Amphipterygium
adstringens) extracts as used in a traditional way. En: Journal of Chemical, Biological

and Physical Sciences, Vol. 5, Num. 2, pp 47-54.

Makino, M., T. Motegi y Y. Fijimoto. (2003). Tirucallane-type triterpenes from Juliana

adstringens. En: Phytochemistry, Vol. 65, Num. 7, pp 891-896.

Manzanilla R., M. A. (2004). Induccion de embriogénesis somatica de tejido nucelar de tres
variedades de mango (Mangifera indica L.), Tesis de maestria, Universidad de

Colima, México, pp 48-70.

Martin, S., Torres, M. y Saco, D. (2018). Biotecnologia vegetal. Cultivos vegetales in vitro.

Obtencidn de productos de interés farmacéutico. En: Fundamentos de biotecnologia

50



farmacéutica. Martin Brieva, H. (coord.). Capitulo 14. pp. 353-376. Dextra Editorial,
Madrid.

Martinez F., J. (2015). Impacto de la cosecha de corteza de Amphipterygium adstringens
(Schiede ex Schlecht) Standl sobre las funciones reproductivas (floracién y
fructificacién) en la localidad de San Rafael, municipio de Coxcatlan, Puebla, Tesis de

maestria, UNAM, México; pp 11-46.

Martinez U., L. S. (1994). Evaluacién de la actividad citoprotectora del extracto metandlico
del Amphipterygium adstringens sobre Ulcera gastrica en rata Wistar, Tesis de

licenciatura, UNAM, México, pp 50-77.

Martinez V., J. de J. (1986). Estudio quimico y determinacién de las acciones
hipoglucemiantes y cicatrizante del cuachalalate (Juliania adstringens), Tesis de

licenciatura, Universidad Auténoma de Guadalajara, México, pp 46-62.

Martinez, R. E. y G. R. Flores. (2003). Estudio de la accidon anti-clastogénica del cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) sobre la induccion de micronucleos producidos por

ifosfamida. Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 32-50.

Mata, R., F. Calzada, A. Navarrete, F. Del Rio y G. Delgado. (1991). Long-chain phenols from
the bark of Amphypterygium adstringens. En: Journal of Ethnopharmacology, Vol.
34, Num. 2-3, pp 147-154.

Monroy M., R. y H. Colin. (2000). La aplicacién del conocimiento etnobotdnico, el caso de
un vivero en el Estado de Morelos. En: Revista de Geografia Agricola, estudios
regionales de la agricultura mexicana, Universidad Auténoma Chapingo, Num. 30,

pp. 21-31.

51



Mroginski, L., P. Sansberro y E. Flaschland. (2010). Capitulo 1: Establecimiento de cultivos
de tejidos vegetales, En: Levitus G., V. Echenique, C. Rubinstein, E. Hopp y L.

Mroginski. Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il, Ed. INTA, Argentina, pp 17-24.

Mufioz C., N. R. (2013). Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad inhibidora del
sistema de censado quérum bacteriano, de las cortezas de Amphipterygium
adstringens (Schitdl.) Standl. Y Ceiba spp. Tesis de maestria, Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo, México, pp 85-96.

Navarrete C., A. (1982). Estudio quimico y pruebas farmacolégicas preliminares de la
corteza de Juliania adstringens (Cuachalalate), Tesis de Licenciatura, UNAM, México,

pp. 45-53.

Navarrete C., A. (1986). Estudio quimico de plantas usadas en medicina tradicional:
Constituyente de Chenopodium graveolens Willd, Chenopodium ambrosioides L., y
Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlencht. Tesis de maestria, UNAM,

México, pp. 189.

Navarrete, A., B. Avila, V. C. Joshi, y X. Ji. (2006). Quantitative determination of triterpenes
from Amphipterygium adstringens by liquid chromatography and thin-layer
chromatography and morphological analysis of cuachalalate preparations. En:

Journal of Association of Official Analytical Chemist International, Vol. 89, Num. 1,

pp 1-7.

Navarrete C., A. y R. Mata E. (2009). Plantas medicinales de México. Monografia cientifica.
Pruebas de control de calidad (identidad y composicion), eficacia y seguridad.
Cuachalalate (Amphipterygium adstringens), Ed. Doctrina y ley LTDA, México, pp 2-
23.

52



Navarrete, A., R. Mata y G. Delgado. (1989). Alkylanacardic acids from Amphipterygium
adstringens. En: Planta Medica, Vol. 55, NUum. 6, p 579.

Navarrete, A., L. S. Martinez-Uribe, y B. Reyes. (1998). Gastroprotective activity of the stem
bark of Amphipterygium adstringens in rats. En: Phytotherapy Research, Vol. 12,
Num. 1, pp 1-4.

Navarrete C., A., B. Reyes T., A. Silva M., C. Sixto A,, V. Islas P. y E. Estrada L. (1990).
Evaluacién farmacolégica de la actividad antiulcerosa de Amphipterygium
adstringens (cuachalalate). En: Revista mexicana de ciencias farmacéuticas, Vol. 21,

nuam. 3, pp 28-32.

Newman D. J., G. M. Cragg y K. M. Snader. (2000). The influence of natural products upon
drug discovery. En: Natural Products Report, Vol. 17, Num. 3, pp 215-234.

Nufiez L., I. G. (2013). Evaluacidn de la capacidad alelopatica de las fracciones hidrosolubles
del extracto etandlico de cuachalalate (Amphipterygium adstringens Schiede ex

Schlecht), Tesis de licenciatura, UNAM, México, 30-60.

Olivera 0., A. G. (1998). Estudio fitoquimico del cuachalalate (Amphipterygium adstringens),

Tesis de maestria, Colegio de Postgraduados, Estado de México, p 73.

Olivera 0., A. G.,, M. Soto H., M. Martinez V., T. Terrazas S. y F. Solares A. (1999).
Phytochemical study of cuachalalate (Amphipterygium adstringens Schiede ex

Schlecht). En: Journal Ethnophamacology, Vol. 68, Num. 1-3, pp 109-113.

Ordufio, C. A. (1998). Anatomia de la corteza de cuatro especies de selva mediana
caducifolia en el estado de Morelos: origen, desarrollo y regeneracién. Tesis de

Maestria, Colegio de Postgraduados. Montecillo, México.

53



Orozco M., J. (2010). Estudio comparativo de algunas actividades bioldgicas de las cortezas
de Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia, Juliania adstringens y Cyrtocarpa procera de

San Rafael, Coxcatlan, Puebla, Tesis de maestria, UNAM, México, pp 39-100.

Osuna T., L., M. E. Tapia P. y A. Aguilar C. (2005). Plantas medicinales de la medicina
tradicional mexicana para tratar afecciones gastrointestinales: estudio
etnobotanico, fitoquimico y farmacoldgico, Universitat de Barcelona, Espaia, pp 9-

18.

Oviedo-Chavez, I., T. Ramirez-Apan, M. Soto-Hernandez y M. Martinez-Vazquez. (2004).
Principles of the bark of Amphipterygium adstringens (Julianaceae) with anti-

inflammatory activity. En: Phytomedicine, Vol. 11, Nim. 5, pp 436-445.

Pennington D., T. y J. Sarukhan, (2005). Arboles tropicales de México, manual para la

identificacion de las principales especies, 32 edicion, UNAM, México, p 413.

Pérez-Alonso, N. y Jiménez, E. (2011) Produccidon de metabolitos secundarios de plantas

mediante el cultivo in vitro. Biotecnologia Vegetal. 11(4). pp 195-211

Pérez G., R. M., C. Pérez G. y M. S. Pérez G. (1993). A new triterpenoid from the bark of
Juliana adstringens. En: International Journal of Pharmacognosy, Vol. 31, Num. 3,

pp. 185-188.

Pérez-Salgado J., M. D. Angel-Rios, M. Cayetano-Catarino, T. Bernabé-Gonzalez y E. |. Pérez-
Angel. (2016). Efectividad bioldgica in vitro de Tagetes lucida CAV, Ricinus communis
L., Nicotiana glauca Graham, Amphipterygium adstringens Schltdl y el hongo
Ganoderma lucidum Curtis en larvas de Copaxa multifenestrata Herrich-Schaffer

1858 en aguacate. En: Entomologia mexicana, Vol. 3, pp 255-261.

54



Portilla L., E. (2007). Evaluacion genotdxica in vitro del extracto acuoso de la corteza de
Amphipterygium adstringens por medio de los intercambios entre cromatidas

hermanas, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 38-45.

Quintanar, D., J. Avila y G. Arroyo. (1994). Estudio de las propiedades fotoprotectoras-
cosméticas del extracto de Amphipterygium adstringens (cuachalalate). En: Ciencia

cosmética, Vol. 1, pp. 16-17.

Quintanar T., M. (2005). Induccién de intercambios de cromatidas hermanas y modificacién
de la cinética de proliferacion celular provocada por el extracto hexdnico de
cuachalalate en cultivo de linfocitos humanos, Tesis de licenciatura, UNAM, México,

pp 51-60.

Revelo G., J. C. (2010). Obtencion de derivados, por métodos quimicos, de triterpenos
aislados de Amphipterygium adstringens y su evaluacién como agentes citotoxicos y

antiinflamatorios, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 23-32.

Rivero-Cruz, I., L. Acevedo, J. A. Guerrero, S. Martinez, R. Bye, R. Pereda-Miranda, S.
Franzblau, B. N. Timmermann y R. Mata. (2005). Antimycobacterial agents from
selected Mexican medicinal plants. En: Journal of Pharmacy and Pharmacology, Vol.

57, NGm. 9, pp 1117-1126.

Roca, W. y L. Mroginski. (1991). Cultivo de tejidos en la agricultura, fundamentos y

aplicaciones, CIAT, Colombia, pp 595-604.

Rodriguez B., V. (2015). Determinacion del efecto cicatrizante de los extractos de
Amphipterygium adstringens y Datura inoxia Miller, Tesis de licenciatura, IPN,

México, pp. 24-67.

55



Rodriguez G., A. (2011). Elaboraciéon de biopeliculas a base de quitosan y pululano
adicionadas con extractos de cinco diferentes plantas y su evaluacién en cultivos de
microorganismos periodontopatogenos, Tesis de doctorado, Universidad Autdnoma

de Nuevo Ledn, México, pp 48-92.

Rodriguez-Canales M., R. Jiménez-Rivas, M. M. Canales-Martinez, A. J. Garcia-Lépez, Nelly
Rivera-Yanez, O. Nieto-Yanez, Y. Ledesma-Soto, L. E. Sdnchez-Torres, M. Rodriguez-
Sosa, L. I. Terrazas y M. A. Rodriguez-Monroy. (2016). Protective effect of
Amphipterygium adstringens extract on dextran sulphate sodium-induced ulcerative

colitis in mice. En: Mediators of Inflammation, vol. 2016, pp 1-10.

Rodriguez-Garcia A., I. T. A. Peixoto, M. J. Verde-Star, S. De la Torre-Zavala, H. Aviles-Arnaut
y A. L. T. G. Ruiz. (2015). In Vitro antimicrobial and antiproliferative activity of
Amphipterygium adstringens. En: Evidence-Based complementary and alternative

medicine, vol. 2015, pp 1-7.

Rosas A., H. (2000). Analisis fitoquimico de Cyrtocarpa procera H.B.K. y Amphipterygium
adstringens Schiede ex Schlecht, Tesis de maestria, Instituto de Recursos Naturales

Colegio de Postgraduados, México, pp 3-19.

Rosas, A. H. (2005). Estudio quimico y biolégico de la corteza de Amphipterygium
adstringens Schiede ex Schlecht, Tesis de doctorado, Colegio de Postgraduados,

Meéxico, p 110.

Rosas A., H, M. Dominguez R., S. Diaz B. A., M. Soto H., M. Martinez V., T. Terrazas y G.
Valencia del T. (2006). Effect of 6-nonadecyl salicylic acid and its methyl ester on
the induction of micronuclei in polychromatic erythrocytes in mouse peripheral

blood. En: Mutation Research, Vol. 609, Nim. 1, pp 43-46.

56



Rosas-Acevedo H., T. Terrazas, M. E. Gonzalez-Trujano, Y. Guzmdn y M. Soto-Herndandez.
(2011). Anti-ulcer activity of Cyrtocarpa procera analogous to that of
Amphipterygium adstringens, both assayed on the experimental gastric injury in

rats. En: Journal of Ethnopharmacology, Vol. 134, Num. 1, pp 67-73.

Solares A., F. (1995). Capacidad de regeneracidn de la corteza y evaluacion fitoquimica antes
y después del descortezamiento en Cuachalalate, Tesis de maestria, Colegio de

Postgraduados, México, p 97.

Solares A., F. y M. C. Galvez C. (2002). Diagndstico biofisico y socioeconémico de las Areas
Naturales Protegidas de jurisdiccién estatal en Morelos. INIFAP-CEAMA-Morelos,
México, p 168.

Solares A, F. y M. C. Galvez C. (2002). Manual para una produccién sustentable de corteza
de cuachalalate (Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht), En: Revista
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién e
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Publicacion

especial, Num.34, pp 1-7.

Solares A, F., J. Jasso M., J. Vargas H., M. R. Soto H. y C. Rodriguez F. (2006). Capacidad de
regeneracion en grosor y lateral en corteza de cuachalalate (Amphipterygium
adstringens Schiede ex Schlect.) en el estado de Morelos. En: Rev. Ra Ximhai,

Universidad Auténoma Indigena de México, Vol. 2, Nim. 2, pp 481-495.

Solares A. F., J. M. P. Vazquez A. y M. C. Galvez C. (2012). Canales de comercializacién de la
corteza de cuachalalate (Amphipterigium adstringens Schiede ex Schlecht.) en

México. En: Revista Mexicana Ciencias Forestales, Vol. 3 NUm. 12, pp 29-42.

57



Soriano-Garcia, M., R. A. Toscano, B. Ortiz, A. Navarrete, R. Sdnchez-Obregdn, H. Barrios, F.
Yuste. (1987). Structure and stereochemistry of the methyl ester of
(5a,130,14B,170,20S,242) -3-oxolanosta-7,24-dien-26-oic acid (masticadienonic
acid). En: Acta Crystallographica Section C: Structural Chemistry, Vol. 43, Nam. 5, pp
990-992.

Taiz L. y E. Zeiger. (2006). Fisiologia vegetal, Vol. I, Publicacions de la Universitat Jaume,

Espafia, pp 529-536.

Tyman, J. H. P. (1979). Non-isoprenoid long Chain phenols. En: Chemical Society Reviews,
Vol. 8, Num. 4, pp. 499-537.

Tyman, J. H. P. (2001). Chemistry and biochemistry of anacardic acids. En: Recent Research

Developments in lipids, Vol. 5, pp. 125-145.

Walters D. S., R. Craig y R. O. Mumma. (1990). Fatty acid incorporation in the biosynthesis

of anacardic acids of geraniums. En: Phytochemistry, Vol. 29, NiUm. 6, pp. 1815-1822.

Zacarias S., M. del R. (1993). Estudios preliminares del efecto fungicida del cuachalalate
(Amphipterygium adstringens) y de la cancerina (Hemiangium excelsum) sobre

Saprolegnia sp., Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 31-45.

Zamora T., P. E. (2003). Evaluacién del aprovechamiento potencial del cuachalalate
(Amphipterygium adstringens, Schiede ex Schlecht) en San Juan Bautista Jayacatlan

Oaxaca, Tesis de licenciatura, UNAM, México, pp 22-43.

58



	Sin título

