07

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

SOBREVIDA DE CELULAS CULTIVADAS DFE
Galphimia glauca EINJERTADAS EN FEL
PARENQUIMA CEREBRAL DE RATAS

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
8 1 o L ©o 6 A
P R E S E N T A
MARIA  GUADALUPE TORRES  FUENTES




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VHIVERSDAD NACIONAL
AvENeMa CE
MERICO

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de 1a Divisidn de Estudios Profesionales de¢ fa
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado e! trabajo de Tesis:
"Sobrevida e c¢dlulas cultivadas de Galvhimis glaucs
injertadas en el navénnuima cerebeal de ratas'.

realizado por THRRMS WUTNTES MA.OTIRATI O,
con nismero de cuenta 5500032 , pasante de la carrera de  RIOLOGTA
Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis
Propietarioc DR GRTJIITVA OTIRO JN3% BPREM TSRARL

'3
Propietatio w,en ¢, GONZLLEZ TRMRRA MINERVA LEAROR é’/?ﬁp
; -
Propictario BTOT.  GOMZALES AVAINS ME.RANINL A& WQ.
Suplente M- ©n €. DTUYA FHRWANDIL VTDA ARTIA ﬂé;)/
Suplente ¥. fn ©, OTIRNY WINRTS AGTILTT DT SUS é..s::'

ULTAD DE CIENCIAS
UK aM

i Dt
S

DEPARTAMENTO
DE BIOLOGIA

i



El Presente Trabajo de Investigacién fue realizado en la Unidad de
Investigaciéon Médica en Enfermedades Neurcldgicas del Hospital de
Especialidades, Centro Meédico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del
Seguro Social, y en las instalaciones del Centro de Investigacion Proyecto
Camina AC El financiamiento para el mismo fue de ambas partes, contando
con el apoyo de la Unidad de Investigacion Biomédica del sur del IMSS en

Xochitepec Mor.

IH



DEEDICOLSTA TLSLS:

ADIOS

A MIMADRE, Y A ML TLA YOLANDA CORSU AMOR INCONDICIONAL A L0 LARGO DL TODHA M
VIDA.

A M5 HERMANOS GABRIEL Y IUAN RAMON .

A MIS MALSTROS POR SUS ENSENANZAS.

A MIS AMIGCS, ANGEL, EDITH, JUDITH, ALEJAMDRA, JOSE ANTONIC, YURJANA ¥ ROSALINA, POR,
$U AMISTAD ¥V COMBANIA A LO LARGO OE LA CARRERA.



UN ESPECIAL AGRADECIMIENTO:

A LA UNTVERSIDAD NACIONAL AVIONOMA DE MEXTCO
FACULTAD OE CIENCIAS

AL OR, GRIJALVA POR SU ASTSORLA Y APORTE DE CONOCIMIENTIOS.

AL CENTRO DE INVESTIGACION “PROVECTO CAMINA”" POR, PERMITIR EL DESARROLLO DE ESTE
TRABATO.

AL DR, ‘TOQ‘JjOG\’_IELLO YA LA BIOL, LIDLA OSUNA POR EL APOYD BRINDADO PARA LA
REALIZACION DE ESTA TESIS.

ALOS DRS. SERGIO SANCHEZ, ¥ JAQUELINE SANCHEZ POR SU AYUDA PARA HACER FOSIBLE
ESTE OBFETIVO.

A LADRA ALMA CATRICIA PORSU APOYO RARA LOGRAR ESTA META

A LOS PROFPESORES DEL JURADO POR SUS APORTHCIOMNES VALIOSAS ®ARA EL MEJORAMIENTO
O ESTLE TRABAFO.

A MIS COMPANERQS Y AMIGOS DE “PROVECTO CAMINA" ANGELINA, ALBERTO, SERGIO, RAFAEL,
DR, ALEJO HERNANDEZ, ORA. GOMEZ ¥ SRA. ENNA BOIISEAUNEAU PORSU AMISTAD ¥
DEDICACION PRESTADA A MI PROVECTO.



INDICE

RESUMEN . o o o e e e M
INTRODUGCCION .ottt ettt oot tens e et er s snsssssossasessnsans e 2enes 1
ANTECEDENTES ..o et e e e aieees 3
Historia de los Trasplantes ... . . i s e 3
Los Trasplantes en el SNC ... e Ce
Respuesta IMMUNES et s rveareeeaneees o s 5
Inmunologia del SN e 5
Importancia de la Biotecnologia en los Implantes Vegetales ..............cccoooeien v 6
IMPIENIES VegetalES . o e+ e e 7

Pruebas Usadas para la Determinacion de Viabilidad Vegetal . ................... .. . .8
Etnobotanica de Galphimia glatca CaVv ... .ot e 4 e 10
Farmabologia de Galphimia glauca Cav .............ccc.. coiicciiii et e 11
JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...iiciviciieiiees o cvieereieiarenns .13
HIPOTESIS Y OBJETIVOS .. ittt it inin 4 o ottt + e 14
MATERIALES Y METODOS ..ot ee cevimie ottt raiennnien s 15
Disefio Experimental BIomedico ..o o s e 15

[ U3 €= T O 0 A PPN 15
Grupo experimental y Testigo ... . i i e e , A5
Etapas del EStUAIO ..o e 15

PROCEDIMIENTOS GENERALES



Obtencion y Preparacién del tejido vegetal a implantar . ... . i 16

Metodo de Anestesia

............................................................................................ 18
Técnica Quirtrgica: Craneotomia ... .o i e s s 18
a)CélulasenCallo ... ...... oo, e e e e+ vaeaeeaieaa 20

D) Células DISOCIETAS ...oocoiies o e 21

C) Gl OaM i e e e —————— e e 21
Cuidados PoSOPEratonos . . ..oociviciieeiiis o v vt st i e .. .22
DETERMINACION DE VIABILIDAD VEGETAL . oot e cevee oo e o .22
Prueba de Fluoresceing propidic . .o v o e e e e e 22
RECUIBIVO oo e et e e e e .23
RESULTADOS it s o e i eees e e e e e 24
Estudio de fluoresceina propidio .......cccccoives v v e 24

RGO . o i o et eena e reae L aeees 32
DISCUSION L oot 4 ettt b et et et 00 o1 eceremsaease e aersrens 33
CONCLUSIONES .. ... e e e |
PERSFECTIVAS DE INVESTIGACION oo i s o e oo e e i virieeieee o e . .38
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot ettt ettt st se ettt 37
APENDICE A oo et et bbb Tt e 42
APENDICEB oo e v e i et ee e et 43
APENDICEC ..o, et e e e e e e s 44

VIl



RESUMEN

Con base en algunos trabajos previos sobre e! estudio de la interaccidn de un tejido vegetal
implantado en un hospedero animai, se decidié demostirar la sobrevida de células vegetales
cultivadas in vitro de Galphimia gluca, injertadas en el parénquima cerebrai de ratas, asi como
comparar la sobrevida de injertos provenientes de cultivos en cailo y de suspension
semanalmente durante cuatro semaras. Estas células fueron irjertadas en condiciones de
gsterilidad dentro de! parénquima cerebral de ratas mediante la practica de una crareofomia a
cada animal. Cada semana, la viabilidad celular fue demostrada tanto con la prueba de
flucresceina-propidic como con el recultivo de tejido implantado en un medic de cultivo solido

especial para Galphimia glauca .

Los resultados demostraron sobrevida de las células en todos los tiempos y en ambos tipos de
implante estudiados; sin embargo, la morfologia de las células fue diferente desde la primer
semana y el tejide procedente del cultivo liquido, mostré evidencia de diferenciacion celular a la
tercera semana, lo cudl no fue observable en el mplante de callo a ningtn tiempo de
seguimiento, Por ofro lado, parte del tejido implantado en callo, al ser recultivado en su medio
de cultivo original mostréd  evidencia de crecimiento, no siendo el caso del implante de celutas
disociadas, donde no se observo crecimiento . |

Se concluye que los tipos de implante utilizados aunque difieren en fa morfologia celular y en

su capacidad para diferenciarse, ambos pueden sobrevivir dentro de un hospedero animal.
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INTRODUCCION

Et presente trabajo aborda una nueva linea de investigacion, el trasplante de células vegetales en
crganismos animales, también llamados trasplentes inter-regni. Tejidos cultivados de varias
especies vegetales tales como Mimosa tenuiflora, Nicotiana tabacum, Zea mays y Galphimia
glauca se han injertado en diferentes 6rgancs de rata, pudiéndose comprobar la sobrevida de las
celulas dentro de un medio ambiente animal.

La micropropagacion -de tejidos vegetales ha jugado un papel muy importante en este tipo de
procedimientos, ya que mediante elia se logra la produccion de los llamados callos, { conjuntos de
celulas totipotencizles e indiferenciadas en medios de cultivo propios de cada especie) que han
sido usados en diferentes lineas de investigacién, como lo es la produccion de metabolitos de
importancia farmacolégica que no han podido ser sinietizados quimicamente, y que han sido
estudiados desde el punto de vista biomédico y quimico. La dificil germinacién de algunas especies
ha sido lograda mediante éstos métodos, 10 cuales permiten ademas probar, cudi es el medio mas
adecuado para ello (Jeng-chuan Yang y cols; 1995). También se ha logrado la regeneracion de
algunas especies, tal es el caso de Eucalyptus camaldulensis, cuyos cultivos in vitro han logrado
aumentar a los miembros de esta especie considerablemente (Shu-hwa Chang y cols; 1995). Esto
es importante sobre todo al aplicarlo a especies en peligro de extincion.

Dentro del conccimiento médico tradicional, las plantas han sido retomadas en el campo de la
investigacion, particularmente con fines terapeuticos

En este trabajo se realizaron dos tipos de implante: a) células directamente del callo, y b) tejido
vegetal disociado proveniente de un cultivo liquido. Ambos fueron injertados directamente en el
parénquima cerebral de ratas comparandose la sobrevida en ambos casos. La planta elegida para
este trabajo fue la especie Galphimia glauca, que presenta como uno de sus principios activos
galphimina B, compuesto .que recientemente se ha demostrado posee propiedades anticonvulsivas

y sedantes.



La interaccion entre ambos reinos, muestra multiples preguntas por resolver, entre elias, hallar el
conccimiento de la relacién que pueden guardar ambos tipos de tejido. La posibilidad de
sobrevivencia del injerto en un medic aparentemente adverso abre l’fneas de investigaciaon respecto
a nutricion, mecanismos de tolerancia o de rechazo, produccion de metabolitos activos, liberacion
de los mismos en el hospedero, la respuesta inflamatoria en contra del injerto, el aislamiento o la
integracion del injerto, la captacién de los principics activos, y la determinacion de los efectos
benéficos o deletéreos que genera el mismo.

Se ha visto que las asociaciones simbidticas entre organismos de diferentes reinos ya no es
inusual, el mas remarcable caso ya reportado es ia asociacion simbidtica entre el molusco Elisya
chlordtica G .y los cloroplastos de el alga Vaugueria litorea C. Cuando el molusco se alimenta de
esta alga todo el contenido es desechado excepto los cloroplastos, los cuales son engullidos
fagociticamente en el interior de las células digestivas, y se ha visto que el molusco no solo
distribuye estas células por su aparato digestivo (capa gue esta bajo la epidermis), sinc también es
capaz de capturar a energia solar y fijar el biéxido de carbono, y en algunos casos el resultado,
son productos de carbén que pueden sostener al molusco por varios meses en la ausencia de
algas como fuente de alimento. (Rumpho y cols; 2000)

En este trabajo solo se plantea la sobrevida y la comparacién entre dos diferentes tipos de

implante, utlizando para elle individuos de diferente reino.
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ANTECEDENTES

HISTORIA DE LOS TRASPLANTES

Los trasplantes han existido en todas las culturas médicas, desde la antigua China, hasta la era
moderna (Cuervas, 1994) Se sabe sin embargo, que a partir del sigic XVIII la medicina
experimental inicié estudios sistematicos que llevaron a generar el conocimiento requerido, para
que, casi doscientos afos después, los trasplantes pudieran ser parte de la rutina del quehacer

quirdrgico de numerosos hospitales en varias partes del mundo (Degos.1994).

El auto-trasplante de piel, es el trasplante mas antiguo del que se tenga noticia. -Para finales del
siglo XVIIl se realizaron los primeros experimentos cientificos de transplantes de tejidos, (con el
propdsito explicito de ensayar diversos metodos y técnicas para el mejor desarrollo de los mismos)
pero fue hasta el siglo XIX, cuando se amplid el conocimiento sobre ia funcién de algunas glandulas

y €l papel que la sangre jugaba como nutriente indispensable para el mantenimiento de la vida de

los érganos (Cuervas, 1694).

£n los Gltimos decenios del siglo XIX los cirujancos buscaron perfeccionar la técnica de union de
vasos, pensando que si se lograba la adecuada irrigacion sanguinea del érgano transplantado su
funcién podria estar garantizada. A partir de aqui, surgieron los modelos pioneros de Carrel en
cirugia experimental, que fueron utilizados posteriormente para hacer estudios de circulacidn, lo
gue permitid realizar mas tarde, observaciones sobre factores nerviosos y humorales en distinias

funciones fisioicgicas en organismos quirdrgicamente unidos (Degos,1994).

A partir de entonces el desarrollo de fa inmunolegia y de ia genetica ha sido vertiginoso y todos los
nhallazgos en este campo de la ciencia han hecho comprender la respuesta inmunologica que se da
en este tipo de procedimientos, lo cual ha permitido que los trasplantes sean una realidad practica
en varias especialidades de la medicina. Tal es el caso de la realizacion con éxito del primer

trasplante de cornea por Zirm en 1905, del trasplante de corazédn realizado por Bernard en 1967, y
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del primer trasplante de higado realizado por Starzi en 1963; por mencionar algunos ejempios

{Cuervas, 1994).

TRASPLANTES EN EL SNC

Por otra parte el sistema nervioso central (SNC) de algunas especies de animales ha sido sujeto a
trasplantes de diversos tipos de tejidos o células para estudiar sobrevida, interaccion injerto-
hospedero y recuperacién funcional de diversos tipos de Iésién, inducidas experimentalmente.
Thompson de la Universidad de Nueva York en 1890, fué el primero en realizar trasplantes al SNC
en corteza cerebral de gatos adultos y perros; y en 1917 Elizabeth Dunn utilizé por primera vez
tejido nervioso inmaduro al intercambiar fragmentos de corteza entre ratas de diez dias de vida,
esto sirvio para establecer los lineamientos para la obtencion y preparacion de tejido para los
trasplantes. { Das, 1979; Wallace,1982 ). El tejido nerviose fetal ha mostrade una- gran capacidad
de crecimiento, abundancia de factores troficos, favoreciendo [a reconexidn de circuitos neuronales
lesicnados y la produccion de neurotransmiscres, pudiendo detener la progresion del dafio y
estimulando los mecanismos de reconsfruccion neural en diferentes circuitos encefalicos tales
como corieza cerebral, cerebelo, etc.(Bjorklund 1684, 1987).

En humanos los trasplantes al cerebro han permitido recuperacién funcional en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (Lindvall, 1990, Madrazo, 1887) La primera
aplicacién clinica de los frasplantes de tejido fetal al SNC se llevé a cabo en pacientes cen esta
enfermedad obteniéndose una mejoria considerable en los signos y sintomas de los pacientes

estudiados (Madrazo, 1988 y 1991; Freed, 1992 y1998; Hitchocock, 1992; Lépez-Lozano, 1899 ).



RESPUESTA INMUNE

La Inmunidad supone generalmente una resistencia no solo a agentes infecciosos, sinc también a
particulas extrafas, toxinas, células vivas y al cancer. E! éxito del sistema inmune se basa en ta
capacidad de los organhismos vivos para reconccer, por diferentes medios, las moléculas extrafias

que carecen de relacion con su propia estructura normal {Wesley, 1980).

El sistema inmunitario consta de un componente especifico y de otro inespecifico, cuyas funciones
son distintas, perc se superponen Los sistemas inmunitarios humoral ( de anticuerpos) y mediado
por celulas comportan especificidad y memoria de los antigenos con los que se ha puesto en
contacto previamente. Las celulas fagociticas y las proteinas del complemento son,
respectivamente, mecanismos celulares y factores humorales inespecificos; no cbstante, a pesar
de su falta de especificidad, estos componentes son esenciales, ya que en gran medida son

responsables de la inmunidad natural frente a una amplia gama de microorganismos ambientales

{Lawlor,1990).
INMUNOLOGIA DEL SNC

Durante el desarrollo embrionario 16s vascs sanguineos det SNC adquieren una caracteristica
diferente a los del resto del organismo: se forma la barrera hematoencefdlica (BHE) que impide a
las células del sistema inmunolégico reconocer a muchos de los antigenos neurales
{Lampson,1987). Dicho privilegio inmunoldgico se ha atribuido al SNC por. 1. La existencia de la
BHE gue por las uniones fuertes existentes entre las células endoteliales y las prolengaciones
astroclticas impiden el paso de inmunoglobulinas, inmunomeoduladores de gran tamafio y células
inmunocompetentes en general ( Rapaport 1976). 2. El SNC carece de un drenaje linfatico
convencional por lo que, se supone, estd impedido el transporte de los antigenos neurales a los
drganos linfoides. 3. En condiciones normales las células neurales ( neuronas y células gliales)
aparentemente no expresan moléculas del Complejo Principal Histocompatibilidad (MHC) clase | y
clase I, de tal forma que, las células neurales en cierto modo quedan protegidas de la respuesta

inmunolagica celular de tipo celutar (Wekerle y cols. 1986).
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Alternativamente el callo a causa de [a diferenciacion celular, puede originar un proceso de
especializacion celular, en el cual las células se dividen, y muchas de ellas llegan no sblo a crecer si
no a ser mas complejas formando tejidos, drganos y hasta formar tejidos organizados vy
posteriormente la pianta entera puede ser regenerada (Salisbury 1994). Ademas esocs callos
pueden ser introducidos en un medio de cultivo liquido, que gracias 2 una agitacién constante
estas celulas logran dispersarse y forman un cuitvo en suspensidn. Cada célula es en teoria
totipotencial y, también deben tener el potencial de sintetizar todos los compuestos asociados con

ia planta entera. (Payne, 1992).

Todo esto tiene relevancia ya que se sabe que por o menos la cuarta parte de los farmacos
empieados hoy en los paises industrializados proceden o se han modelado a partir de productos

vegetales (Lozoya 1997 ).

IMPLANTES VEGETALES

No se sabe con certeza donde empezaron y cuando tuvieron lugar los primeros injertos vegetales,
ni que reflexiones u observaciones provecaron su aparicion. Ya en el afio 1000 a.C, los fenicios
cultivaban arboles de fruta injertados en sus huertas (Schmid , 1984).

Hasta ahora los injertos vegetales han tenido aplicacién e impertancia sobre todo en el campo de
la fruticultura, ya que se han implementado diferentes tipos de técnicas de injerto para mejorar los
arboles del lugar que no satisfacen fas condiciones requeridas. Los sistemas de injerto no sélo
airven para cultivar y propagar variedades de valor, sino que también ofrecen las posibilidades de

evitar deficiencias en ta calidad de los frutales (Schmid, 1994).

Es posible reconccer que ha existido una gran evolucién cientifica, que se inicia con trasplantes de

tejidos, para posteriormente desarroilar éstos a partir de 6rganos, y ahora en etapas mas recientes



dar fa base para trabajar con células, tanto animales, (Brown 1974; August, 1968) como vegetales
(Lozoya, 1995 (b)).

Con estas bases se inicid también el estudio de los implantes de células vegetales en animaies. El
primer trasplante de células vegetales en animales se realizo en 1993, el cual consistio en implantar
células vegetales indiferenciadas en tejido subcutaneo de ratas, utilizando paral ello células de
Mimosa teniuflora cultivadas in vitro. El objetivo de ese trabajo fue estudiar 1a sobrevida de dichas
células en un lapso de 4 meses, lo cual se logro de forma satisfac-toria . Los estudios microscépicos
del injertc mostraron que, en todos los casos, las células vegetales permanecieron vivas en el
medio animal subcutaneo y durante las des primeras semanas de realizade el implante, el tejido
vegetal fue rodeado por un numero moderade de células polimorfonucleares y macrofagos, al
tiempo que se observé la incipiente formacion de una capsula de fibroblastos que paulatinamente
raded al implante vegetal subcutaneo. En los meses siguientes, ademas de observar una clara
disminucion de la reaccion inflamatoria en la zona de contacto entre el tejido vegetal y el animal, se
formaron trabéculas a través de las cuales se diferenciaron vasos sanguinecs capilares que

ingresaban al espacio intercelular del parénguima vegetal (Lozoya, 1995 (a)).

Estos estudios han sido reproducidos varias veces con idéniicos resultados y se ha logrado el
transplante inter-regni con otras especies botanicas como son Galphimia glauca, Nicotiana tabacum

y Zea mays (Lozoya, 1995 (b)),

El misme tejido fue llevado al parénquima cerebral de ratas, y a un mes de estudio, la reaccion
inflamatoria inespecifica ohservada desde fa primera semana pastrasplante fue similar a la descrita
en el injerto subcutaneo. Consistio en células polimorfonucleares y macréfagos atacando al tejido
implantado, principalmente en la periferia del impiante, dejando el centro libre de infiltrado.
Contrario a lo reportado en el implante subcutaneo, estuvo ausente la formacién de una capsula de
tejido conectivo. Estas observaciones permiten cuestionar si es el tipo de implante en callo lo que
permite que las células centrales del mismo sobrevivan en el medio animal, dada su “proteccién”

que les confieren las células periféricas.



PRUEBAS USADAS PARA LA DETERMINACION DE VIABILIDAD VEGETAL

Las pruebas que se han empleade hasta ahora para determinar la viabildad del tejido vegetal
impiantado han sido, resiembra de éste en su medic de cultivo original, y prueba con diacetato de
fluoresceina-propidio (Lozoya, 1995 (b), Widholm, 1972). Se han realizado, ademas, estudios
histolégicos para ver la zona de contacto entre el tejido vegetal y el animal y poder analizar la
morfologia celular presente en estas areas. En estos trabajos se ha observado una correlacion
entre un estudio histologico gue denota |2 presencia de células vegetales ¢on un nicleo, membrana
y pared integras, vy un recultivo del tejido vegetal implantado que muestra una capacidad de
recrecimiento en su medio de cultivo original y, al mismo tiempo, una prueba de viabilidad por

flucrescencia positiva (L.ozoya, 1995 {a);1997).



ETNOBOTANICA DE Galphimia glauca Cav

Galphimia glauca Cav ,es un arbusto mexicano que pertenece a la familia Malpighiaceae, conocido
comunmente como “calderona amarilia”, “flor estrella®, “hierba del cuerve”, “ojo de gallina”, “hierba
del desprecio”, y “arnica roja". Se trata de un arbusto de 1-3 m. de altura, cuyas hojas son
alargadas, ovales u oblongas, verdes en la parte superior y verde azulosc en la parte inferior, de 5
cm de largo por 1.5 cm de ancho, con peciolos delgados, abruptamente puntiagudas en el apice,
angostas o0 truncas en la base y bordes enteros. Las inflorescencias surgen en forma de paniculas,
con pedicelos anchos .de pocas flores; raquis pubescente, con pelos rojo obscuros y glabros con el
tiempo, los sépalos son oblongos o lanceolados de 3.5 mm de largo con corola amarilla y pétalos
de 12 mm de largo; y los frutos son unas cépsulas de 4 cm de largo de color rojo escarlata con
rugosidades.( Tortoriello 1891).

Este arbuste es endémico de México, habita en climas semica’l]dos’y templados entre los 920 v los
2600 m snm. Crece principalmente en los estados de Guerrero, Michoacan, San Luis Potosi,
Morelos, Chiapas y Sonora. Se distribuye en el campo asociado a la vegetacion perturbada de
bosques tropicales caducifolio y perennifolio, matorral xerofito, bosques de encino vy de pino y
bosgues de juniperos. (Argueta 1994).

En Morelos es importante el uso de “arnica roja" para curar heridas y “granos”. También se ocupa
para “fortalecer la cintura”, y para €l caso de “entuerto” y “rasgaduras en el postparto”, aéi como
para “flujo o inflamacién de la matriz”. Algunos autores le han atribuido propiedades como

antirreumatico, antidiarreico, y antipalidico (Argueta 1994),

Aungue se carece de registros escritos actuales se sabe que las infusiones de las hojas de esta
planta han side usadas en medicina tradicional mexicana como un sedante y tranquilizante en
algunos enfermos mentales. Para tales efectos los pobladores que colectan la planta, io hacen al
amanecer, evitando asi ser sorprendidos y que la comunidad asuma, que en la familia del colector

hay algun “loco que se necesite calmar” (Tortoriello, 1991).



FARMACOLOGIA DE Galphimia glauca Cav {Malphigiaceae).

Como se sabe que Galphimia glauca Cav (Mulphighiaceae) es un arbusto usado en medicina

tradicional para tratar desérdenes mentales, vy

considerandose que no habja previos reportes que
validaran las propiedades sedativas de este remedio
nerbal, Tortoriello en 1991 decide determinar el efecto de
un exfractc metandlico obtenido de las partes aéreas de

Galphimia glauca Cav, y de ahi extrajo un compuesto al

gue le denomind Galphimina B, el cua! es un nor-

tnterpenoide (Tortoriello 1991). Ver figura 1. Fig.1

También emplea varios modelos animales experimentales, y observa la capacidad de potenciar el
efecto de un barbitinco (pentobarbital s&dico) al incrementar la duracion del suefic en animales.
Observa también que la temperatura del colon fue modificada en animales que recibieron el
extracto metandlico de Galphimia glauca (MEGA) intraperitonealmente, y que el efecto hipotérmico
producido por una dosis de 50 mg/100g fue estadisticamente significativo. Por otro lado, la actividad
anticonvulsivante a 50 mg /100g produjo un incremento de latencia (38%) de las convulsiones
inducidas con estricnina, { periodo que tardan en presentarse las convulsiones después de
administrada la droga), lo que es considerado como una indicacion de proteccion. A la misma dosis
fue capaz de reducir en en un 30 % la latencia de convulsiones, y de reducir la mortalidad en un 40
% en animales en quienes recibieron leptazol como inductor de convulsiones. (Tortorigllo y Lozoya
1981).

Todos estos resultados sugieren la evidencia de efectos sedativos producidos por MEGA en el
Sistema Nervioso Central y que Galphimia glauca tiene propiedades psicotropicas. (Tortoriello y
Lozoya 1991). Un Gltimo trabajo realizado con esta planta demuestra que galphimina B modifica |2
actividad eléctrica de neuronas del area tegmenta! ventral en neuronas de ratas. Esos resultados

son importantes, debido a que debe recordarse que esta &rea es el mayor centro dopaminérgico



responsable de la inervacidn de la corteza prefrontal, nlcleos acumbens y la regién entorinal,
areas que estan involucradas con mecanismos de regulacion de la excitacion emocional y que en
este experimento mostraron que son blanco para la accidn de la droga antipsicética (Tortoriello
1998),

De aqui surge la idea de emplear a esta planta como implante en el parenquima cerebral de ratas,
ya que los resultados anteriores demuestran que galphimina B es una de las sustancias activas de
Galphimia glauca Cav. con propiedades depresivas sobre el Sistema Nerviosos Central, y que &l
efecto anticonvulsivante y sedante del exiracto metandlico puede ser debido a diferentes

compuestos presentes en esta planta. (Tortoriello y Ortega 1993).
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JUSTIFICACION

En el presente trabajo se pretende probar la scbrevida de un tejido vegetal modificado
biotecnologicamente e injertado en un medio animal, en este caso, el parénquima cerebral de rata;

ademas de observar las diferencias en sobrevida y diferenciacion entre dos tipos de implante, el

proveniente de cuitive en callo, y el de cuitivo disociado.

Cabe la posibilidad de plantear un disefio a futuro de realizar un transplante que funcione como bio-
bomba de liberacién de algin farmaco gue implantado en determinada region del animal
proporcione algun fin terapéutico. Galphimia glauca puede ser empleada en el tratamiento de

algunas enfermedades mentales, dadas sus propiedades depresivas sobre e! SNC en la actualidad

va identificadas.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PREGUNTA GENERAL

1 ¢ El impiante de tejido vegetal de Galphimia glauca en calio o disociado sera capaz de sobrevivir

Un mes en el parénquima cerebral de ratas?



PREGUNTA PARTICULAR

2 ;Serala sobrevida del implante en blogue 1gual a la del disociado?

. HIPOTESIS GENERAL

HIPOTESIS 1. “Si el tejido vegetal obtenido de un callo estéril y formado por células indiferenciadas
{obtenidas en condiciones de crecimiento in vitro), es capaz de sobrevivir por largo tiempo en

hospederos animales, por lo tanto, se espera que el tejido de Galphimia glauca sobreviva en el

parénquima cerebral de ratas duranie un mes”.

HIPOTESIS 2. “Si un implante de células disociadas estd en mayor contacto con el medio animal

gue un implante en calio, entonces se espera  que el implante en callo sobreviva mas que el de

tejido disociado”.

OBJETIVO GENERAL

1.Evaluar la sobrevida del injerto de Galphimia glauca en callo o disociado dentro del cerebro de

rata, en el [apso de un mes.



PREGUNTA PARTICULAR

2 ¢Serala sobrevida del implante en blogue igual a la del disociado?

. HIPOTESIS GENERAL

HIPOTESIS 1 “Si el tejido vegetal obtenido de un callo estéril y formado por células indiferenciadas
{obtenidas en condiciones de crecimiento in vitro), es capaz de sobrevivir por large tiempe en

hospederos animales, por o tanto, se espera que el tejido de Galphimia glauca sobreviva en el

paréngquima cerebral de ratas durante un mes”

HIPOTESIS 2. “Si un implante de células disociadas estd en mayor contacto con el medio animal

que un implanie en callo, entonces se espera  que el implante en callo sobreviva mas que el de
tejide disociado”.

OBJETIVO GENERAL

1.Evaluar la sobrevida del injerto de Galphimia glauca en callo o disociado dentro del cerebro de

rata, en el lapsc de un mes.



OBJETIVO PARTICULAR

1.1 Evaluar y comparar la scbrevida entre un implante de células vegetales de Galphimia glauca

en callo y uno de células disociadas, injertados en el parénquima cerebral de ratas.

MATERIAL Y METODO

DISENO EXPERIMENTAL BIOMEDICO

MUESTRA:

Veinticuatro ratas Wistar machos adultas con pese de 200-250 g

GRUPO EXPERIMENTAL Y TESTIGO

Todos los animales se sometieron inicialmente a una cranectomia, tomando el dia de la operacion,

como dia cere del seguimiento.



OBJETIVO PARTICULAR

1.1 Evaluar y comparar la sobrevida entre un implante de células vegetales de Galplimia glauca

en callo y uno de células disociadas, injertados en el parénquima cerebral de ratas

MATERIAL Y METODO

DISENO EXPERIMENTAL BIOMEDICO

MUESTRA’

Veinticuatro ratas Wistar machos adultas con peso de 200-250 g.

GRUPO EXPERIMENTAL Y TESTIGO

Todos los animales se sometieron iniciaimente a una cranectomia, tomando el dia de la operacion,

como dia cero del seguimiento,



GRUPO EXPERIMENTAL. Las ratas fueron dwvididas en dos grupos. El grupo A, que lo
conformaron 8 de las ratas con implante de tejido vegetal en callo, y el grupo B confarmado por

8 ratas a las que se les implantaron célufas disociadas de la misma especie vegetal
GRUPO TESTIGO. Este grupo fue conformade por 8 ratas con las caracteristicas anteriormente

expuestas, las cuales fueron implantadas con fragmentos de material utlizado para hemostasia

(Método para cohibir el sangrado) denominado Gelfoam.

TABLA 1 Distribucion de ratas empleadas en cada fase del estudio.

Semanas de Estudio Implante en callo Implante de Células Grupo testigo
Disociadas (Gelfoam)
1 2(F/R) 2(FR) 2
2 2 (F/R) 2 (FR) 2
3 2(FIR) 2( FIR) 2
4 _ 2 (FR) 2(FIR) 2
Total 8 8 8

NOTA: F/R=Fluaresceina y recultivo.



ETAPAS DEL ESTUDIO

El disefio del estudio se efectud en dos etapas. La primera correspondié a la estandarizacién de la

técnica para implantar el tejido vegetal disociado, y la segunda en la cudl se aplicé la maniobra

experimental propuesta.

PROCEDIMIENTOS GENERALES

OBTENCION Y PREPARACION DEL TEJIDO VEGETAL A IMPLANTAR .

El tejido vegetal usado para transplante se obtuve de Galphimia glauca, el cual fué sometido a
manipulacién  bictecnoldgica, tanio en el caso de calio, como de tejide disociado; este
procedimiento consiste en cultivar explantes derivados de hipocétilos de la planta en un medic de
cultivo aseptico tante solido como liquido, suplementado con factores reguladores del crecimiento.
Se usd para la preparacion de un litro de medio de cultivo, 30 gr. de sacarosa, 100 ml. de solucidn
inorganica, 10 ml. de solucidn crganica {ver apéndice A), y 2 mg de acido 2,4 diclorofenoxiacetice.
Todo esto fue aforado a un litro con agua desionizada, adicionando para el caso de medio sdlido, 6
gr. de agar por litro. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 28° C con un fotoperiodo diario
de 16 hrs., y el tejido fue subcultivado en medio fresco cada 15 dlas. Este metode permitié que las
plantas diferenciadas pudieran transformarse en células totipotenciales indiferenciadas
(Murashige,1974). El tejido en callo se extrajo del medio de cultivo sélido y se peso bajo la
campana de flujo laminar para evitar la contaminacién del mismo. Posteriormente se coloco en

tubos Ependorff estériles { 40-60 mg ) para su transporte al drea operatoria.



ETAPAS DEL ESTUDIO

El disefio del estudio se efectud en dos etapas. La primera correspondid a la estandarizacion de la

tecnica para implantar el tejido vegetal disociado, y la segunda en la cual se aplicé la maniobra

experimental propuesta.

PROCEDIMIENTOS GENERALES

OBTENCION Y PREPARACION DEL TEJIDO VEGETAL A IMPLANTAR .

El tejido vegetal usado para transplante se obtuvo de Galphimia glauca, el cual fué sometide a
manipulacidn biotecnolégica, tantc en el caso de callo, como de tejido disociado; este
procedimiento consiste en cultivar explantes derivados de hipocétiles de la planta en un medio de
cultivo aséptico tanto sdiido como liquido, suplementado con factores reguladores del crecimiento.
Se us0 para la preparacion de un litro de medio de cultivo, 30 gr. de sacarosa, 100 ml. de solucion
inorganica, 10 ml. de solucidn organica (ver apéndice A), y 2 mg de acido 2,4 diciorofenoxiacético.
Todo esto fue aforado a un litro con agua desionizada, adicionando para el caso de medio sélido, 6
gr. de agar por litro. Los cultivos se mantuvieron en incubacién a 28° C con un fotoperiodo diario
de 16 hrs., v el tejido fue subcultivado en medio fresco cada 15 dias. Este método permitid que las
plantas diferenciadas pudieran transformarse en células totipotenciales indiferenciadas
{Murashige,1974). El tejido en callo se extrajo del medio de cultivo sélido y se pesd bajo la
campana de flujo laminar para evitar la contaminacién del mismo. Posteriormente se coloco en

tubos Ependorff estérites ( 40-80 mg ) para su transporte al area operatoria.



El implante de tejido vegetal disociado fue aislado del medio de cultivo liguido mediante una
jeringa de 3 cc, el paquete celular fue colocado en tubos Ependorff estériles y posteriormente con
ayuda de una jeringa de 5cc y una aguja de 20 mm, las céiulas fueron lavadas y disociadas con
solucién isotonica de Hank's (Ver apéndice B) Ya iimpio el paquete celular del medio de cultivo, se
colocs en tubos Ependorff estériles previamente pesados. Se injertaron 100 microlitros de tejido

vegetal, ( el equivalente en peso a lo implantado en callo).

METODO DE ANESTESIA

Se utilizé una mezcla de clorhidrato de Ketamina (75 mg/Kg), e hidrocloruro de xilacina (12.5
mg/Kg) via intramuscular, para anestesiar a los animales, ya sea para procedimientos quirtirgicos

(craneotomias y/o el transplante de tejido vegetal) o para su sacrificio.

TECNICA QUIRURGICA: CRANEOTOMIA

Bajo efecto de la anestesia previamente descrita, se procedié a practicar a los animales una
tricotomia de la cabeza y seguido de una asepsia con isodine se cologaron los campos estériles
para delimitar el area a operar. Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron con material e
instrumental de microcirugia estériles y en condiciones esfrictas de asepsia. Se practico una
incisién en la piel, seguida de una diseccién del epicraneo con ayuda de unas tijeras y una hoja de
bisturi del No. 20; teniendo ya expuesto el craneo se procedid a realizar con ayuda de un
microscopic estereoscdpico, un taladro y unas pinzas 2A dos craniectomias de 5 mm de diametro

cada una, a ambos 'ados de la linea media y equidistante a la sutura coronal ( &rea premotora),



todo esto teniendo cuidado de no manipular las meninges ni dafar el tegjido encefalico.
Posteriormente, la duramadre se abrié parasagitalmente 4 mm de longitud rasgandola levemente
con el bisel de una aguja N° 25, y se realizd una corticotomia de 3 mm de longitud con ayuda de

tijeras de microcirugia, procurando hacerla entre dos venas de gruesc tamafo, las cuales se

preservaron (Ver Fig. 2y 3).
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Fig. 2 Esquema del cerebro de rata con sus estructuras.
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Fig 3.Localizacion de los implanies en el parénguima cerebral en un corie transversal del cerebro de rata

IMPLANTE DE TEJIDO VEGETAL

a) CELULAS EN CALLO
Se tomd un fragmento de tejido directamente de!l interior del cultivo, de ia porcion exterior y basal
de coloracion verde, éste fue clocado en un tubo Ependorff estenl previamente pesado, para gue

posteriormente restando el pese final se pudiera saber el peso de el injerto.

El tejido que tiene condiciones de esterilidad con peso aproximado de 40-60 mg. se introdujo al
parénquima cerebral a través de la corticotornia previamente descrita y con ayuda de unas pinzas
AA. Finalmente los animales fueron suturados e inyectados con penicilina antes de que acabara el

efecto anestésico.



b) CELULAS DISOCIADAS

Las células vegetales de cultivo liquido fueron tomadas con una jeringa de 5 cc y transferidas a
tubos Ependorff dentro de un area estéril (campana de flujo laminar), para su posterior transporte al
area operatoria. Estas ceélulas fueron lavadas y disociadas con solucion isotonica y tomadas con

una microjeringa ( 100 microlitros, equivalentes en peso a lo implantado en callo), para ser

colocada en el equipo de estereotaxia.

Con la rata en posicién de decubito ventral y previa asepsia y colocacién de campos estériles, se
procedid a realizar la craneotomia. Postenormente los animales fueron colocados en un equipo de
estereotaxia en donde, con ayuda del mismo aparato, la cabeza de la rata fue fijada para implantar
las células vegetales disociadas, inyectandelas a través de una punta de pipeta desprovista de su
apice, cuyo didmetro externo coincidia con el de la corticotomia la cual se introdujo 2 mm a partir
de la corteza cerebral para finalmente inyectar las células vegetales disociadas en 300 microlitros
de solucion de HanK's, después de lo cudl se retird la punta de la pipeta junto con la jeringa, para

finalmente cerrar la incisién quirtirgica.

¢) GELFOAM

Al grupo testigo, se le realizé |la craneotomia y la corticotomia de la misma manera que para los
grupcs experimentales, pero aplicando un volimen similar de Gelfoam estéril en cada hemisferio
como fue mencionado anteriormente, con ayuda de pinzas de microcirugia.

Posierior a la cirugia se suturaron las incisiones realizadas en la piel con puntos simples de
dermaldn 5 ceros y se les aplicd una dosis de 120,000 Ul de peniciina benzatinica (0.05 mil/0.05

Kg) por via intramuscular, para prevenir infecciones.



CUIDADOS POSTOPERATORIOS

Al final de la cirugia los animales se introdujeron en una jaula con aserrin estéril previamente
identificada y colocada con alimento y agua, en una unidad de cuidados intensivos para animales
pequefios con temperatura controlada a 25 grados centigrados por 24 hrs. Una vez recuperadas de
la cirugia se colocaron en un cuario de bioterio con temperatura y luz controlada apto para estos
animales. Todas las ratas incluidas en el proyecto recibieron el mismo tipo de alimentacién y
cuidados generales Los animales que dieron indicio de infeccidn a nivel de la herida quirirgica

fueron sacrificados y sustituidos por otros

£l tiempo de sacrificio, la prueba de reculfivo v la prueba de fluoresceina-propidio se realizaron
1,2,3 v 4 semanas post-implante. Para el sacrificio, las ratas se anestesiaron como se describid

para la cirugia.
DETERMINACION DE VIABILIDAD VEGETAL
PRUEBA DE FLUORESCEINA PROPIDIO.

La prueba de fluorescelna-propidio fue aplicada al tejido vegetal antes de ser injertado, Esta
prueba incluye el uso de diacetato de fluoresceina y yoduro de propidio, y evalla la actividad de las
esterasas de membrana, caracteristica de las células vegetales vivas, el diacetaio de fluoresceina
€s una molécula no polar que entra a las células vivas, donde los residuos de acetato se pegan a
las esterasas y cuando se acumulan estas moléculas fluorescen, estas enzimas conforman la
maquinaria bioquimica de la célula viva, y por lo tanto se usa como testiga de la viabilidad del
tejido vegetal. (Lozoya (a) 1995, Widholm 1972).

Antes de cada cirugia una muestra del tejido a implantar fue lavada con PBS y colocada en un

portacbjetos para aplicarle solucion de fluoresceina al 2% y de yoduro de propidio al 4%, (Ver

(%)
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apendice C) para ser observada después de 2 min. bajo el microscopio de luz UV y tomar
fotografias.

Para la determinacion de ésta variable, los animales an estudio se anestesiaron como se describio
previamente después de haber franscurrido 1,2,3, v 4 semanas del transplante. En todos los casos
y bajo asepsia-antisepsia, se reabrié la cicatriz quirdrgica hasta identificarse la zona del injerto,
obteniéndose fragmentos del mismo. Los fragmentos del injerto inmediatamente después se
lavaron con PBS (siglas en inglés de una solucién amortiguadora de fosfatos, ver apéndice B), y
fueron colocados en portaobjetos, para aplicarles el procedimiento anteriormente descrito y tomar

fotografias. El animal se sacrificd con una sobredosis de éter después de la obtencién dei injerto.

RECULTIVO

En el caso de los animales destinados a la realizacion de los recultivos, 5 minutos antes del
sacrificio, se les aplicd una dosis intraperitoneal de 1000 Ul de heparina, para posteriormente
practicarles una toracotomia amplia y canulacion de la aorta a través del ventriculo izquierdo.
iniciamente se les perfundieron 50 ml de solucién salina isoténica, para lavar los residuos
sanguinecs con ayuda de una bomba de perfusion, a una velocidad de 30 mi/min simulando el
gasto cardiaco E! injerto fue extraido inmediatamente previa asepsia del area operatoria con
isodine (iodopolivinilpirrolidona), y en un area estéril dada por dos mecheros, con los cudles fueron
flameados los frascos que contenian el medio de cultivo en gel original. Una vez extraido el
implante, éste fue (impiado de godo material extra, y lavado con solucién isoténica estéril, para
posteriormente ser sembrado en el medio de cultivo. Se realizaron recultivos del injerto, cada 15
dias, es decir, colocando fragmentos de éste en medio de cultivo nuevo para evaluar su capacidad

de mantener su crecimiento en cada caso.

18]
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RESULTADOS

ESTUDIO DE FLUORESCEINA-PROPIDIO

Las células antes de ser injertadas diercn una coloracion verde- amarilienta intensa, después de
aplicar la prueba de fluoresceina-propidio, esta coloracién se volvid a presentar al evaluar las
céiulas del implante , asi mismo, esta reaccidn se dio en las cuatro semanas de estudio en ambos
casos, en las células de calio y en las disociadas; esto nos indica que las célula§ lograrcn sobrevivir
durante un mes de estudio, ya que esta coloracién es una caracteristica de las células vivas. Se
empled el microscepio de fluorescencia para poder evaluar esta prueba y al observar las celulas
mostraban su membrana y pared integras, ademas de poder observar también los pigmentos que
son caracteristicos en las células de esta especie. A continuacién se presentan las fotografias que

fueron tomadas.



Foto 1.- Fotomicrografia de celulas de Galphimia glauca en callo antes de ser injertadas, en donde se

observan {as celulas flucrescentes coma indicic de su viabilidad. Técnica de fluoresceina-propidio. {10x).

Foto 2.- Folomicrografia de células de Galphimia glauca en callo una semana después de haber sido
implantadas, en donde se observan las células fluorescentes como indicio de su viablidad Tecrwca de

Fluoresceina-propidio { 10 x).
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Foto 3.- Fotornicrografia que muestra la moifclogla tipica de una célula de Galphimia glauca de calio. Se
observa la membrana (M) y pared (P} integras una semana después de haher sido implantadas en ol

parénguima cerebral de rata. Técnica de Fluoresceina-propidio (40X).

Foto 4.~ Fotomicrogrefia de Células de Galphimia glauce en callo después de una semana de haber sido
implantadas, en donde se observan las células fuorescentes como indicio de su viabilidad, Técnica de

Ftuoresceina-propidio { 10 x).
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Foto 5.- Fotomicrografia de células de Galphimia glauca en calio después de dos semanas de haber sido
implatadas, en donde se cobserva las células fluorescentes come indicic de su viabilidad. Tecnica

Fluoresceina-propidio (10 x).

min‘.:w
Foto 6.- Fotomicrografta que da un acercamiento de lfas células de Galphimia glauca en callo viables con sus

pigmentos (P), a 2 semanas postimplante. Técnica de Fluoresceina-propidio (40x).
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Foto 7- Fotomicrografia que muestra fas células de Galphimia glauca en callo viables a 3 semanas de haber

sido implantadas en el parénquima cerebral de ratas. Técnica de Flucresceina-propidio (10x).

Foto 8-Acercamento de tas células anteriormente citadas en donde se observa en color amarillo los pigmentos

celulares (40 x).
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Foto 9-Fotomicrografia que muesita células visbles de callo de Galphimia glauca a 4 semanas de haber sido

imptantadas. Se observa pared (P), Membrana (M), v pigmentos {P!). Técnica de Fluoresceina-propidio (40 ).

Folo 10 Fotomicrografia de céluias de cultive disociado de Galphimia glauce a una semana de haberse
impiantado en cerebro de ratas, en donde se cbservan células fluorescentes como indicio de su viabilidad.

Técnica Fluoresceina-prapidio (10x}.
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Foto 11- Acercamiento de a fotografia anteriormente citada. Notese que la morfologia celular es diferente a fa

de las células en callo (40x) (Ver fota 9).

r sido implantadas

mia glauca a 3 semanas de habe

Fato 12- Fotomicrografia de células disociadas de Galphi

enciacién celular a elementos de vaso.

en cerebro de rata en donde se observa viabilidad y ya hay difer

Técnica de Fluoresceina-propidio {(10%).



Foto 13- Acercamiento de la fote anterior en donde se puede observar con mas detalle la diferenciacion a
elementos de vaso de las células implantadas a 3 semanas de estudio. Técnica de Fluoresceina-propidio

(40x).

Foto 14- Fotomicrografia que muestra la viabilidad y la diferenciacion celutar del implante de céluias
disociadas de Gaiphimia glauca implantadas a 4 semanas de estudio. Técnica de Fluoresceina-propidio

(40x).



RECULTIVO

En los 3 frascos de recultive de los implantes de tejido en callo correspondienies a 1as segunda,
tercera y cuarta semanas de estudio se observd un crecimiento lento, pero hubo crecimiento en
todos fos casos; no siendo asi para el lejido disgciado, en el cual sdlo se obtuvo poco tejido al
reoperar en fa tercera y cuaria semana de estudio en donde en ninguno de los dos casos se

observo crecimiento del fragmento recultivado.

Foto 15- Recuitivo de implante en callo de Galphimia glauca a la cuarta semana de estudio; 4 meses después

de haber sido recuitivado, en donde se observa crecimiento del tefido (T).

(3
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DISCUSION

Es dificil establecer una discusién en un campe por demds virgen, en donde solo existen algunas
publicaciones que describen la interaccion entre el tejido vegetal injertado y el hospedero animal en
ofras regiones, y ninguna en donde se expiore 2| implante de Galphimia glauca intracerebral La

asociacion de ambos paradigmas soélc se refiere a un trabajo atin no publicado.en donde participd

el asesor de tesis.

El punto de comparacién sin embargo, es el trabajo publicado por Lozoya y cols. en 1995 quienes
injertaron células vegetales indiferenciadas provenientes de callos de Mimosa fenuifiora, las gue
sobrevivieron durante 4 meses en el tejido subcutaneo de ratas adultas. Estos autores, basaron
sus observaciones en pruebas de viabilidad celular y en estudios histoldgicos. En el primer caso, la
propiedad de reaccionar al diacetato de fluoresceina y yoduro de propidio por las células de planta,
confirmaron {a sobrevida durante todo el seguimiento De la misma manera, en el presente trabajo
se observo sobrevida de las células vegetales injertadas, utilizando las mismas pruebas de
viabilidad celular, durante un mes de segumiento En amhos casos, para socbrevivir,
aparentemente éstas células fueron capaces de adquirir sus nutrientes del medio que las rodeaba
(Osuna 1984, Villarreal 1891, 1993).

Por ofra parte, 10s animales operados con Gelfoam, asi como los implantados con células

vegetales, lograron sobrevivir sin medificacion alguna en el tiempo de estudio.

En el presente trabajo se realizaron dos tipos de implante, uno proveniente de callo y otro de tejido
vegetal disociado, los cuales sobrevivieron aunque con caracteristicas diferentes. Al observar los

especimenas con microscopio de fluorescencia, las células mosiraron morfologia diferente. Las

(5]
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Provenientes del implante de callo tuvieron forma globular a diferencia de las provenientes de
cultivo liquido que fueron de forma alargada. Con el transcurso del tiempo las primeras
practicamente no cambiaron su morfologia, mientras que ias segundas empezaron a diferenciarse
a partir de la tercera semana de seguimiento, lo que puede ser secundario a Iés diferencias
existentes entre ambos tipos de cultivo. Los de células vegetales en suspension estan
conformados por células autonomas, las cuéles estan dispersas uniformemente en el medio, y
tienen la capacidad de crecer mas que en el callo, ya que se encuentran sumergidas en el medio
nutritivo Consecuentemente estos cultivos son fisiologicamente mas homogéneos (y por lo tanto
potenciaimente mas controlables} que el cultivo solido, y esto ofrece ventajas para la produccién de
bioquimicos vegetales (Payne G y col, 1992 ). Las células provenientes de cultivo en suspensién
se diferenciaron mas rapidamente gque las de callo, ya que con la excepcion de cultivoé
oncogenéticos, todos los cullivos vegetales requieren la adicién de fitoreguladores al medio para
un consistente crecimiento por division celular; y se sabe que una diferenciacion o morfogénesis
celular es usualmente inducida por una baja concentraccion de auxinas, o por una deplecién en
tas sustancias involucradas en el crecimiento (Mantell y Smith 1986); asi, al encontrarse en un
medio carente de fitoreguladores, como lo es el parénquima cerebral, se vieron limitadas
rapidamente de su medio nutritiva, y por lo tanto en su division celular, cesando el crecimiento
exponencial, para pasar a la fase de desaceleracién ¢ estacionana, qué generalmente conduce a
la biosintesis de metabolitos secundarios, a su acumulacién y a un cambio inminente en su
morfologia. (Mantell y Smith, 1986) A diferencia de lo anterior, las células de callo, aunque
lograton sobrevivir ¢l mismo tiempo, no se diferenciaron en el medio ambiente animal Esto puede
deberse a la heterogeneidad de esie tipo de cultivo, ya que, en un mismo callo al evaluarse en un
tiempo especifico, muestra diferencias en color, morfologia, estructura, crecimiento y metabolismo;
ademas, el callo crece en base a un gradiente de nutrientes que se forma entre las células que 1o
estructuran y la superficie del medio nutntivo. Esto hace que transcurra mas tiempo para que |as

células del callo puedan nutnrse por gradiente, manteniéndose mas tiempo indiferenciadas {Payne



G 1992). Cabe aclarar que al inmovilizar células en cuitivo en callo se dan cambios de tipo

metabdiico, mas nunca fisice como sucedio en este caso (Buitelar RY, Tramper J 1992).

En el casc del tejide proveniente de cultivo liquido, |a cantidad fue suficiente para las pruebas de
fluorescencia positivas (todos los casos), pero no para recultivo positive. En el caso del tgjido
proveniente del tejido en callo, la cantidad fue suficiente para las pruebas de fluorescencia
. positivas (todos los casos) y parcialmente para el recultivo positivo (3 casos) Se sabe que para
tener un cultivo exitoso debe sembrarse un indculo adecuado por o que en ambos casos la falla
del recultivo positivo pude deberse a la cantidad insuficiente de tejido obtenido para tal fin. Sin
embargo, en ei primer caso puede deberse ademads, a que las células no se recultivaron en el

medio original a diferencia de las provenientes de callo gue si lograron recrecer.



CONCLUSIONES

1.- Tanto el implante de células provenientes de callo como que el proveniente de células
disociadas de Galphimia glauca lograron sobrevivir durante un mes en el parénquima cerebral  de

ratas.

2.- Ei implante de células en callo permite obtener mayor cantidad de tejido para recultivo que el

implanie de células disociadas

3.- El implantre de células discciadas tiene una mayor capacidad de diferenciacién dentro del

medio animal,

PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Se propene que en futuros experimentos se Incremente el ntimero de animales Injertados, se
aumente |a cantidad de tejido injertade y obtenido para recuitivo, y en el caso del tejido proveniente
de cultivo en suspension, el recultivo debera hacerse en su medio original Ademas, la evaluacion
histoloégica podra complementar los resultados de viabilidad anteriormente propuestos. Queda
abierto este campo de investigacion, para otro tpo de estudios acerca de fodos l0s

cuestionamientos que surgen sobre la interaccion celular planta-animal.
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1.- Tanto el implante de células provenientes de callo como que el proveniente de céiulas

disociadas de Galphimia glauca lograron sobrevivir durante un mes en el parénquima cerebral de

ratas.

2 - El implante de células en callo permite obtener mayor cantidad de tejido para recultivo que el

implante de células disociadas.

3.- El implantre de células disociadas tiene una mayor capacidad de diferenciacion dentro del

medio animal,

PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Se propene que en futuros experimentos se incremente el nUmero de animales injertades, se
aumente la cantidad de teiido injertado y obtenidc para recultivo, y en el caso del tejido proveniente
de cultivo en suspension, el recultive debera hacerse en su medio original, Ademas, ia evaluacién
histolégica podra complementar los resultados de viabilidad anteriormente propuestes. Queda

abiertc este campo de investigacién, para ofro tipo de estudios acerca de todos los

cuestionamientos que surgen scbre la interaccidn celular planta-animal.
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APENDICE A

PREPARACION DE SOLUCIONES

SOLUCION ORGANICA

Solucién stock mg/|

Myoinositol 100 mag/l
Tiamina 50 mg/|
Piridoxina 50 mg/l
Ac. Nicotinico 10 mg/!

SOLUCION INORGANICA

Solucion stock mg/l
Nitrato de amonio 16500
Ac Bérico 83
Cloruro de caicio 4400
Cloruro de cobaito 0.25
Sulfato cuprico 0.25
Sulfato ferroso 278
Sulfato de magnesio 169
Yoduro de Potasio 8.3
Nitrato de potasio 19000
Fosfaio de potasio 1700

Sal sodica de etilen dinitril

tetracetato 373
Molibdato de sodio 25
Sulfato de Zinc a6



APENDICE B

SOLUCION DE HANK'S

Solucidn stock

Ciorurc de potasio

Fosfato de sodic anhidro

Cloruro de sodio

Fosfato de sodio dibasico anhidro
Glucosa

Rojo fenol

Bicarbonato de sodio

g/l

0.4

006
8.00
0.04788
1.0

011

0.38

Nota:Usar agua desionizada y ajustarelpHa 7.4

SOLUGCION AMCRTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

Cloruro de Sodio
Fosfato dibasico de sodio

Fosfato monobasico de sodio

8.7 g/l
2.4 gll

0.4 g/

Nota: Aforar a un iitro estas cantidades y ajustarelpH a 7.4



APENDICE C

PREPARACION DE FLUORESCEINA STOCK

10 Mg Fluoresceina 2 mi. acetona

PREPARACION DE SOLUCION DE FLUORESGEINA
Mezclar en un frasco oscuro:

Sl e agua desionlzada
.................. fluoresceina steck

Duracién 10 min.

PREPARACION DE YODURO DE PROPIDIO

D.1MY oo e i yaduro de propidio

SOLUCION DE TRABAJO:

Mezclar en un frasco pequefio:

2ml FPBS

05mb. o de solucidon anterior de yoduro de propidio
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