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Resumen

En el presente trabajo se reportan los estudios basicos de anatomia €
histoquimica de cultivos celulares de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret.,
realizados con el propdsito de seleccionar las células idéneas para ser
utilizadas en un sistema experimental de liberacién de farmacos.

Los cultivos celulares (callos) se obtuvieron a partir de plantulas,
utilizando el apice, la raiz, el tallo y las hojas. Se tomaron muestras de los
callos de cada uno de los cultivos a partir de la tercera semana de crecimiento
y hasta la semana 21 en que termind la observacion, para ser procesadas bajo
las técnicas de histologia utilizando la tincion de safranina-verde rapido y
analizadas por microscopia de luz. Al mismo tiempo, se realizaron cortes en
fresco de las mismas muestras para la deteccion de saponinas, taninos,
alcaloides, lighina y almidon mediante ensayos histoquimicos. Los resultados
indicaron que el cultivo celular procedente del apice es el mas adecuado para
los propdsitos del modelo ya que presentd el menor grado de diferenciacion
celular, una consistencia adecuada y muy poca formacién de elementos
traqueales, a diferencia de los callos provenientes de los otros explantes en los
que el proceso de diferenciacién se inicié dentro de las primeras tres semanas
de cultivo. Los estudios cromatograficos por HPLC indicaron que las muestras
de los callos originados a partir de los explantes de tallo y de raiz presentaron

una mayor concentracion de N,N,-dimetiltriptamina.
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1. Introduccion

a. Antecedentes generales sobre Mimosa tenuiflora.

La corteza de la Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret
(Leguminosae), llamada popularmente "tepescohuite” se utiliza para curar y
facilitar la cicatrizacién de las quemaduras y heridas de la piel. El uso
medicinal de esta especie vegetal ha despertado el interés comercial y social a
partir de que fue utilizada para tratar al gran nimero de personas con
quemaduras que produjo la explosiéon de la estacion de gas ubicada en San
Juan Ixhuatepec en el Estado de México en 1984. La corteza de ésta planta
también se utilizé6 en los heridos del terremoto en la Ciudad de México
ocurrido en Septiembre de 1985 (Camargo-Ricalde, 1996). En esas ocasiones,
las personas lesionadas recibieron tratamiento a base de la corteza pulverizada
del tepescohuite aplicada directamente sobre la piel y los medios de
comunicacién masiva dieron a conocer el efecto notablemente benéfico que
produjo este recurso en la cicatrizacion de las quemaduras de primero y
segundo grado. Estas observaciones médicas estimularon el interés por
conocer, mediante una serie de estudios cientificos, las propiedades
medicinales de esta especie vegetal. El primer estudio que se realizo fue de
tipo etnoboténico en el cual se determin6 que esta especie medicinal se
encuentra ampliamente distribuida desde México y Centroamérica (Honduras,
El Salvador, Panama) hasta parte de Sudamérica (Colombia, Venezuela y
Brasil). En México, la M. tenuiflora se distribuye a partir del Altiplano
Central, predominando en el sur de pais (Camargo-Ricalde y col., 1994). Es en
Chiapas donde se utiliza frecuentemente como remedio vegetal para curar las

heridas y las quemaduras de la piel. Tradicionalmente, la planta se utiliza en
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dos formas: la primera, para elaborar una decoccién concentrada con los
fragmentos de la corteza deshidratada que se aplica en forma de compresa
humeda en el area lesionada de la piel o bien, como enjuague bucal en el caso
de algunas lesiones de las encias y mucosas. La segunda forma es, utilizando
la misma corteza deshidratada, para producir un pulverizado que se aplica
directamente sobre la piel o bien, se mezcla con grasa animal a manera de
pomada (Camargo-Ricalde y col.,, 1994). Actualmente, en México, M
tenuiflora  tiene cierta importancia econdémica debido a la explotacion
comercial que se hace de la corteza para elaborar productos medicinales y
cosmeéticos propuestos para diferentes alteraciones cutaneas. Debido a los
antecedentes antes mencionados y a la difusion que se hizo de M.tenuiflora
como "arbol maravilloso" y "remedio panacea", grupos de cientificos en varias
partes del mundo realizaron estudios sobre esta especie, tanto en ¢l area de la
botanica y la farmacologia, como de quimica y biotecnologia. En México, el
Instituto Mexicano del Seguro Social, seguido de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Iztapalapa (Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud:
Departamento de Biologia), ¢! Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores
de Monterrey (Departamento de Quimica) y la Universidad Nacional
Auténoma de México (Facultad de Quimica); en Francia, el Laboratoire de
Pharmacognosie de la Université Louis Pasteur y el Laboratoire de
Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Reims Cedes y el Laboratoire
UPSA <Rueil-Malmaison Cedes; en Suiza, el Laboratoire de Toxicologie
Analytique, UIML, de la Université de Lausanne.

El estudio taxondémico de M. tenuiflora, se realizé6 en Mexico y
establece que el tepescohuite pertenece al género Mimosa, de la familia
Leguminosae, Subfamilia Mimosoideae, Tribu Mimosaceae. El género

Mimosa comprende aproximadamente unas 500 especies distribuidas en
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diferentes partes del mundo: el 90% de ellas estd repartido en América y el
resto en Asia, Africa y Australia; en México existen 100 especies de Mimosa
(Grether, 1978; Camargo-Ricalde y col., 1995) y el género posee gran
importancia econémica debido a su diversidad de aplicaciones: uso medicinal
y cosmético, alimento para el ganado, como madera para la construccion y
como fuente de combustible (Camargo-Ricalde y col., 1995). Ocho de estas
especies son consideradas medicinalmente utiles: M. purpurascens R. L.
Robindon, M. albida Humb & Bonpl., M. pudica L., M. invisa Mart., M.
sensitiva, M. pigra L., M. hemiedyta Rose & Robinson y M. tenuiflora
(Hernandez y Rivera, 1989)

b. Aspectos fitoquimicos

De acuerdo con la literatura fitoquimica el género Mimosa contiene los
siguientes compuestos: catecol-taninos (M. regnelli); f-amirina, friedelina y 3
-sitosterol (M. rubicalis); acido  3-0-arabinosil morodlico (M
caesalpiniaefolia); sustancia G, glucésido fenolico, sustancia E, acido
carboxilico alifatico, 4-0-(6-0-sulfo-B-D-glucopiranosil)-acido galico, 4-
0-(B-D-glucopiranosiduronil)-acido galico, 2°3’-guanosina ciclomonofosfato,
23 -adenosina ciclomonofosfato, 3’-adenosina monofosfato y 3’-guanosina
monofosfato (M. pudica); algunos de estos compuestos también se han
encontrado en el género Acacia, que se considera quimiotaxonémicamente
cercan(;, en especies como Acacia karro (Hernandez y Rivera, 1989).

' Se ha reportado la presencia en el género de triptamina y N-
metiltriptamina (M. somnians) (Gupta y cols., 1979); N,N,-dimetiltriptamina
(M. tenuiflora y M. hostilis). Hernandez y Rivera (1989) mencionaron que los
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principales metabolitos secundarios son un esterol y tres triterpenoides, que
derivan de la B-amirina en forma de sapogeninas.

La N,N,-dimetiltriptamina (DMT) es un derivado inddlico cuya accion
sobre el Sistema Nervioso Central es conocida. Cuando la DMT es
administrada en forma pura y por la via endovenosa produce efectos
alucinégenos y un aumento generalizado de la percepcion sensorial; los
sintomas psiquicos aparecen a los 3 a 5 minutos después de su administracion
y se prolongan durante una hora, siendo rapidamente metabolizada y
totalmente excretada en la orina en la forma del acido 3-indolacético (IAA);
que a diferencia de la mezcalina, su efecto psicotico se produce de manera
mas rapida después de su administracion (Szara, 1956).

La N,N,-dimetiltriptamina (DMT) pertenece a la fraccidn de las indol
aminas derivadas del aminoacido triptofano, la cual se encuentra ampliamente
distribuida en las Gramineas y Leguminosas. En las plantas, la triptamina es el
precursor de un fitoregulador de crecimiento, el acido indol acético. Las
triptaminas también son precursoras de los alcaloides triciclicos derivados de
la B-carbolina. Las indolaminas como la N,N,dimetiltriptamina, la bufotenina
y la metoxy N-dimetiltriptamina son todos constituyentes alucinégenos
presentes en diferentes preparaciones a base de plantas (decocciones) las
cuales son utilizadas por diversos grupos étnicos de Sudamérica. Algunas de
los géneros que las contienen son: Piptadenia, Banisteriopsis, Virola, y
Lespedeza. La NN, dimetiltriptamina es inactiva por la via oral,
probablemente porque sufre deaminacién por accion de la monoamino oxidasa
a nivel hepatico o intestinal, por lo que ésta es unicamente efectiva cuando se
administra parenteralmente o por inhalacidon. Sin embargo, cuando la
N,N,dimetiltriptamina es administrada junto con la B-carbolina puede llegar a

tener actividad por la via oral, ya que ésta ultima inhibe a la mono-amino-
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oxidasa. (Smith, 1977, Mckenna y col., 1984). Shultes y Hoffman (1980),
refieren que los aborigenes del noreste de Brasil hacian uso de la raiz de
Mimosa hostilis para preparar una bebida (llamada jurema) la cual era
utilizada en ceremonias o rituales de origen afro-americano entre los indigenas
de diferentes tribus como son: los Pankarurd, Kariri, Tusha, Fulnio, Guague
Acroa, Pimentiera y Atanaya. Este mismo autor mencioné que Later (1881),
reporté que en la medicina tradicional de los sertdes se utiliza la corteza de
este arbol para curar la fatiga y el malestar. Finalmente, menciona que en 1946
se aislo de las raices de M. hostilis un alcaloide inicialmente llamado nigerina,
pero que estudios posteriores la identificaron como N,N,-dimetiltriptamina la
cudl se extrajo con un rendimiento de 0.57 %. También se sabe que este
alcaloide es uno de los principales constituyentes del género Anadenanthera
con propiedades alucinogenas.

Dentro del género de Mimosa, en México, la especie medicinal M. tenuiflora
ha sido muy explotada debido al doble uso que se le da, medicinalmente,
como se ha dicho, es utilizada topicamente para las quemaduras y algunas
lesiones de la piel aplicado en humanos y en el ganado y porque su madera se
utiliza como combustible y los troncos para la elaboracidn de cercas.
Camargo-Ricalde (1996), describié las caracteristicas organolépticas de la
corteza de éste arbol: “..de textura rugosa, color café-rojizo a grisdceo,

grosor 5-15mm, sabor resinoso y astringente, olor resinoso y dulce”.
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Figura 1. Principales compuestos que han sido identificados en la corteza de Mimosa tenuiflora.
A.- saponinas triterpénicas: 1. Mimonosido A; 2. Mimondsido B y 3. Mimonésido C.

B.- alcaloide N,N-dimetiltriptamina.
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c. Aspectos farmacologicos

Fueron los investigadores de plantas medicinales del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) quienes se dieron a la tarea de desarrollar una serie
de estudios farmacologicos y quimicos buscando explicar las propiedades
curativas de la corteza pulverizada del tepescohuite. Se publicd un estudio
sobre las propiedades antimicrobianas de los extractos etanolicos y acuosos
elaborados con la corteza pulverizada de M. tenuiflora. Estos estudios se
realizaron en cultivos de microorganismos que se encuentran normalmente en
el tejido cutaneo y microorganismos potencialmente patégenos: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomona aeruginosa,
Staphyilococcus aureus, Staphyilococcus epidermidis, Proteus vulgaris,
Acinetobacter calcoaceticus, Bacilus subtilis y Candida albicans. Para la
prueba de dermatofitos se empled: Trychophyton mentagrophytes,
Trycophyton rubrum, Microsporum canis y Microsporum gypseum. Los
resultados indicaron que los extractos inhibieron el crecimiento de
microorganismos gram-positivos y gram-negativos, de levaduras y de los
dermatofitos (Lozoya y col., 1989). Posteriormente, en el mismo IMSS, se
realizé un estudio ir vitro en el que se utilizaron distintos modelos bioldgicos
con diferentes extractos de corteza de tepescohuite: acetato de etilo (con
elevada concentracion de taninos), extracto butanolico {rico en alcaloides y
saponinas triterpénicas) y extracto metandlico (rico en saponinas). Todos los
extractos provocaron cambios en la excitabilidad del musculo liso, pero el
extracto butanolico indujo una respuesta mas intensa ya que a muy pequeiias
dosis provoco la paralizacion del peristaltismo intestinal, con aumento de la
amplitud y la frecuencia de contraccidon de tiras aisladas de utero y
alteraciones en el tono muscular del fundus gastrico. Estos mismos extractos

provocaron hemodialisis, observandose un efecto mayor con los extractos
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butandlico y metandlico. En los estudios sobre el crecimiento de
microorganismos in vitro, los extractos alteraron la evolucién de los cultivos;
el extracto de acetato de etilo poseia la mayor actividad. Cada uno de los
extractos se caracterizé por tener una respuesta especifica en los diferentes
modelos in vitro, estos efectos estuvieron relacionados con los componentes
mayoritarios de cada extracto (Meckes-Lozoya y col.,, 1990a). En otros
reportes se identificé la fraccion quimica responsable de! efecto de los
extractos sobre la musculatura lisa; se aisldé una fraccion con
indolalquilaminas, derivadas del triptofano, demostrandose que esta fraccion
fué también la responsable de la inhibicion del reflejo peristaltico en el ileon
terminal del cobayo (Meckes-Lozoya y col., 1990b). Finalmente, se aislo el
compuesto principal de esta fraccion, obteniéndose un rendimiento del 0.03%
de N, N,dimetiltriptamina y trazas de serotonina en un 0.001%. No se
detectaron otros derivados de la triptamina (bufotenina, 5-metoxitriptamina,
N,metiltriptamina y 5-metoxy-Nb'Nb-dimetiltriptamina) (Meckes-Lozoya y
col., 1990c¢).

De acuerdo con las observaciones clinicas el producto pulverizado de
corteza aplicado directamente en ulceras venosas produjo cierta accidon
analgésica local, si bien no se ha dilucidado la estructura del compuesto
responsable. Otros estudios indicaron que la corteza contiene compuestos del
grupo quimico de los elagitaninos a los que se atribuyen las propiedades
antimicrobianas de la corteza (Lozoya y col., 1989) y que pudieran influir en
el efecto cicatrizante.

Se han reportado, tambien, los efectos de tres extractos (éter de
- petrdleo, acetato de etilo y butanol) de corteza de M. fenuiflora sobre el
crecimiento de dos lineas celulares humanas in vitro, evaluandose la

modificacion en el crecimiento de fibroblastos embriogénicos normales
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(W138) y de células KB de carcinoma nasofaringeo. El extracto butandlico y
el de acetato de etilo disminuyeron el crecimiento de estos cultivos, mientras
que el extracto de éter de petroleo incrementd significativamente la
proliferacion de estas células. Los resultados obtenidos en esa investigacion se
relacionaron con estudios previos de citotoxicidad hechos con la misma
especie en los cuales el extracto butanolico y de acetato de etilo fueron activos
contra KB y P388, con valores ED50 de por debajo de 20pug/ml; el extracto de
éter de petroleo, por su parte, no mostro toxicidad alguna contra estas células.
En este mismo estudio no se describio la naturaleza de los compuestos
bioactivos, sin embargo, se propuso que los taninos podrian ser los
responsables de los efectos observados (Villareal y col., 1991). Estudios
posteriores, realizados por otros grupos en el extranjero, permitieron
identificar al grupo inductor de la proliferacién celular observada con
extractos de corteza de tepescohuite. Un grupo francés reporto el aislamiento y
la elucidacion estructural de un grupo de saponinas presentes en la corteza del
arbol: tres saponinas triterpenoides denominadas mimonésidos A, B y C
(Jiang y col., 1991a, 1991b, Anton y col., 1993) y tres saponinas esteroidales:
3-0-B-D-glucopiranosil campesterol, 3-0-B-D-glucopiranosil estigmasterol, 3-
0-B-D-glucopiranosil B-sitosterol, junto con concentraciones traza de glucosa,
xilosa, ramnosa, arabinosa, lupeol, y una gran cantidad de taninos
condensados. Los mimondsidos y las saponinas esteroidales han sido
identificados como caracteristicos del género Mimosa. Estos mismos
compuestos se sometieron a pruebas biologicas de toxicidad,
inmunomodulacién y proliferacion celular in vitro utilizando diferentes lineas
celulares animales y humanas (Anton y col., 1993). Las saponinas
triterpenoides no fueron citotdxicas sobre células de linfoma, ni produjeron

inhibicidn de la proliferacion celular de las mismas. A continuacidn, se evalud
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el efecto de las tres saponinas (mimondsidos A, B y C) sobre el crecimiento de
timocitos y esplenocitos en células de murino mediante la incorporacion al
DNA de (3H)timidina(3H-TdR). Los resultados mostraron que éstas tuvieron
un efecto mitogénico significativo sobre células de linfocitos en murinos
normales. Las tres saponinas provocaron un incremento significativo con la
incorporacién de 3H-tdR en los timocitos, en comparacion con las células
control. Sin embargo, las tres sustancias tuvieron menor actividad sobre los
esplenocitos que sobre los timocitos. Al mismo tiempo y con base en la
influencia de las tres saponinas sobre linfocitos activados con mitégenos o
aloantigenos, se evaluaron sus propiedades inmuno-estimulantes
observandose que poseen un efecto sinérgico con ConA sobre la activacion de
los timocitos y con los liposacéaridos sobre la activacion de esplenocitos .
Finalmente se evalio el efecto de los mimondsidos A y B sobre la
proliferacion celular de los fibroblastos de ratéon (LMTK) y de humano,
demostrandose propiedades citotréficas, estos efectos se han utilizado para
explicar el uso tradicional de la corteza como cicatrizante de la piel (Anton y
cols., 1993).

Por otra parte, Dominguez y col. (1989), reportaron la identificacion en
la misma planta de dos chalconas: las kukulkaninas A y B, aisladas a partir de
material vegetal proveniente de las ramas del arbol. No hay estudios

farmacoldgicos sobre estos productos.

d. Aspectos biotecnologicos.

Debido al gran interés comercial y cientifico en torno al desarrollo de
un fitofarmaco a base de corteza de tepescohuite y al hecho de que este

material se obtiene de arboles silvestres, se buscaron métodos para contar con

10
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la materia prima necesaria a partir de otras fuentes que no pongan en riesgo la
sobre vivencia de la especie.

Investigadores del Centro de Investigacion Biomédica del Sur, en el
IMSS, realizaron estudios para obtener por cultivo celular, callos a partir de
los cuales se realizd la propagacion in vitro de la especie. Estas plantas son
cultivadas buscando su control, mejoramiento genético y la produccion de
plantas en gran escala (Villarreal y col., 1996). El estudio biotecnologico
utilizando acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) y cinetina (KN) en cultivos
celulares de diferentes explantes de plantulas de M. tenuiflora (hipocétilo,
cotiledon, raiz, tallo y hoja) se realizaron para determinar las concentraciones
optimas requeridas para la obtencién de un callo de maximo rendimiento que
permita la propagacion exponencial de la especie. Los hipocétilos y los
cotiledones resultaron ser los explantes idoneos para la formacion y
crecimiento del callo origando un material compacto y friable (el término
friable se emplea para describir la capacidad de separacion de las células, es
decir, que éstas se disgreguen facilmente después de una divisién celular). La
concentracion promedio de 2,4-D y KN que permitieron la obtencion de callos
de esta partes con el mayor peso seco fue de 2.0 mgl™.

También se ha investigado la presencia de DMT en los cultivos de
callos de Mimosa tenuiflora concluyéndose que este compuesto presente en la
corteza es producido por la planta de manera fisiolégica y no como
consecuencia del proceso de tostado o calentamiento al que es sujeta para
propoésitos medicinales (Nicasio, 1995).

La aplicacion de éstas técnicas biotecnologicas en la investigacion de
farmacos de origen vegetal, permitié adquirir experiencia en la utilizacién de
cultivos de células (callos) de plantas medicinales capaces de producir in vitro

los principios activos de interés farmacologico (Villarreal y col., 1993). Se

11
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demostrd que estas células autotrofas en cultivo, aptas para vivir en medios
diferentes a los del hdbitat original de los vegetales, al ser manipuladas
biotecnologicamente pueden modificar su produccién de metabolitos
secundarios de acuerdo a las necesidades del modelo experimental

farmacoldgico (Fowler, 1990; Hall, 1990).

e. Los Sistemas de Liberacion de Farmacos

En los ultimos afios, los avances cientificos alcanzados en materia de
biotecnologia han permitido el desarrcllo de nuevos métodos fisicos y
quimicos para el disefio de formas de tratamiento nuevas con medicamentos
que son administrados al organismo de manera no convencional. Una nueva
forma de administracion de farmacos son los ilamados ‘sistemas de liberacion
de farmacos’ (Drug Delivery Systems), cuyo proposito es proporcionar en
forma permanente y gradual sustancias biologicamente activas a humanos y
animales recurriendo a diversas modalidades tecnoldgicas. Asi por ejemplo, la
necesidad de sustituir un 6rgano o un tejido dafiado por uno sano, mediante
implantacion de porciones de oOrganos o células que proporcionen los
elementos necesarios para el buen funcionamiento del organismo (Hoffer y
col., 1995; Davalli y col., 1995; Faustman y col., 1995) derivé en la bisqueda
de modelos que permitan administrar la sustancia activa en el sitio y en las
concentraciones y tiempos requeridos por el receptor o huésped. Esto incluye
modificaciones quimicas al farmaco; por ejemplo, el medicamento es envuelto
en pequefias vesiculas que son inyectadas al torrente sanguineo o dentro de
materiales poliméricos (bombas) que pueden ser colocados en lugares

especificos del organismo.
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Un farmaco puede ser alterado quimicamente de manera selectiva, es
decir, modificando sus propiedades de biodistribucion, farmacocinética,
solubilidad u ontogenicidad. Un ejemplo de esto son los farmacos que son
diseflados para atravesar una barrera impermeable, modificando su
solubilidad, haciéndalos mas lipofilicos o uniéndolos a una molécula que
tenga un mecanismo especifico de transporte.

También se ha recurrido al uso de células que son unidas a
macromoléculas especificas como son las proteinas, los polisacaridos o
polimeros sintéticos degradables. Los polimeros como el polietilenglicol
(PEG), protegen a los farmacos de que sean dafiados fisicamente por la accién
enzimatica o por células especificas como los macrofagos. El disefio de
novedosos farmacos va acompafiado del uso de sustancias combinadas, por
ejemplo, existen observaciones clinicas realizadas con la PEG-uricasa,
sustancia que reduce las concentraciones séricas de los uratos en pacientes con
hiperuricemia y gota; la PEG-asparaginasa que ha sido utilizada en pacientes
con leucemia o la PEG-adenosina deaminasa que se ha utilizado en pacientes
con inmunodeficiencia combinada severa.

De igual manera, la literatura sobre este tema indica que se han
ensayado diversas técnicas de implante, entre las que se encuentran por
ejemplo: el uso de microesferas conteniendo el farmaco que son colocadas en
el o6rgano ‘blanco’ (Okuda y col.,, 1995); la utilizacion de coldgena o
polimeros mucoadhesivos para envolver un farmaco formando una pequefia
‘bomba de difusion’ que es implantada en el tejido (Geghardt y col., 1995;
Leussen y col., 1995) o bien, el uso de liposomas y virosomas acarreadores de
macromoléculas bioldgicamente activas que se introducen en el organismo

mediante diversos procedimientos {Grimaldi y col., 1995).
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Los sistemas de liberacion prolongada de farmacos liberan los
productos en un rango predeterminado por un periodo de tiempo definido. En
general, el rango de liberacion esta determinado por el disefio del sistema y
son casi independientes de las condiciones ambientales internas. Estos
sistemas también pueden liberar farmacos por periodos grandes de tiempo
(dias o afios), como es el caso de las vesiculas o macromoléculas conjugadas
pueden prolongar la liberacion, si bien, el control dptimo esta dado por el tipo
de material en donde se incluye el farmaco, por ejemplo, en un material
polimérico.

La liberacion de farmacos mediante bombas de liberacion depende
también de los mecanismos de difusion, de reacciones quimicas y de la
activacion de los solventes que contiene. De ahi que existan dos tipos de
sistemas de difusion controlada: los de reservorio y los de matriz. El control
quimico esta determinado por la velocidad de degradacion polimérica o por un
'espacio quimico' que el farmaco ocupa en el polimero. La activacion del
solvente depende de la expansion o hinchamiento del polimero o bien la
activacion ocurre por efectos osmaoticos.

Uno de los primeros estudios clinicos de los sistemas poliméricos de
liberacion de farmacos se aplicé en la terapia de los pacientes con glaucoma.
En este ejemplo, se administra policarpina (20 o 40 pg/hr) continuamente
durante una semana lo que permite controlar la presion intraocular con dosis
bajas del producto y pocos efectos colaterales. También, han sido probados
clinicamente sistemas de liberacidon de esteroides contraceptivos, que se
clasifican en cuatro tipos: 1) implantes subdermales compuestos por polimeros
no degradables que liberan el producto durante cinco afios (Norplant); 2)
implantes subdermales o microesferas degradables inyectables (acido lactico,

copolimeros, policaprolactonas o colesterol), 3) liberacion intrauterina de
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esteroides por un periodo de un afio y 4) anillos vaginales con un tiempo de
duracién de 3 a 6 meses (Langer, 1990).

Actualmente, un gran numero de sistemas de liberacion a(n se
encuentra en estudio, por ejemplo, la administraciéon de dopamina ©
bromocriptina para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y el uso de
betanecol para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Se han llevado a
cabo, también, modelos de trasplante intracerebral para tratar la enfermedad
de Parkinson, en los que se utilizan células secretoras de dopamina,
provenientes del mesencéfalo y de la médula adrenal de embriones, en lo que
se observa alivio de los sintomas. También se ha reportado que las cépsulas de
un copolimero de acrilico cuando son implantadas en el cerebro de ratas
preducen una minima reaccion del tejido del hospedero valorada con técnicas
de inmunocitoquimica.

Otras técnicas emplean membranas semipermeables poliméricas.con un
peso molecular de 50,000 daltons que permiten la libre difusion de los
nutrimentos, factores de crecimiento y neutotransmisores, pero ademas
proveen de inmunoproteccion contra las imnunoglobulinas y células del
hospedero que atraviesan la barrera de difusién. Existen estudios que han
evaluado los sistemas de encapsulamiento y su sobrevivencia por un tiempo
prolongado, asi como de los fendmenos de inmunoprotecciéon de las lineas
celulares secretoras, por ejemplo, las de dopamina (PC12, c€lulas de la rata
que sintetizan, almacenan y liberan grandes cantidades de dopamina). Los
trabajos experimentales in vitro que se han llevado a cabo con células para ser
trasplantadas demuestran su viabilidad por tiempos prolongados y la retencién
de su fenotipo bajo condiciones de encapsulamiento. En tales casos, las
células se mantienen bajo condiciones in vitro por un periodo de seis meses;

se realiza un analisis morfologico por microscopia de luz en los diferentes
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tiempos de incubacion, revelando la presencia de células integras y con mucha
actividad mitotica en los periodos estudiados (4, 8 y 12 semanas). También se
observa que en estos procedimientos puede ocurrir la muerte celular en el
material encapsulado, cuando este se encuentra principalmente localizado en
el centro de la capsula y se explica como resultado de un limitado transporte o
difusidon de nutrimento y oxigeno. Existen numerosos estudios in vivo que
prueban la capacidad de las células encapsuladas de sobrevivir después de la
implantacion en el hospedero. Dependiendo de la presencia de tirosina
hidrolasa, las células encapsuladas muestran capacidad para sintetizar
dopamina (DA) y de atravesar la pared de la capsula dentro del medio que lo
rodea, los mismos resultados se observaron en las células in vitro. La
liberacion espontdnea de DA se detectd después de dos semanas de la
encapsulacién y alcanzd una meseta después de 2 a 3 meses con un promedio
de liberacién aproximado de 400 mg por dia. Hay evidencias de células
encapsuladas que han sido mantenidas por seis meses in vitro y en donde sus
niveles de liberacion de DA se determinaron por perifusion. La informacion
de los estudios in vivo, demostro que la capsula conteniendo células
implantadas dentro del tejido estriado en cobayos adultos podria presentar
rompimientos acompafiados de una intensa reaccién inmune con la infiltracion
de abundantes linfocitos dentro y alrededor de la membrana polimérica y que
las células no vivas de PC12 fueron visibles en el lumen de la capsula
(Aebischer y col., 1991).

Por otra parte, fue en México donde se iniciaron los trasplantes de tejido
suprarrenal al nicleo caudado del cerebro en pacientes con enfermedad de
Parkinson, con la finalidad de proveer el metabolito requerido para el

adecuado funcionamiento de Sistema Nervioso Central. Estos estudios
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plantearon la posibilidad de utilizar directamente las células como

microelementos productores de la sustancia biologicamente activa.
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Figura 2. Ejemplificacién del mecanismo de accion de los microacarreaderes como vehiculo para la liberacion
de los hepatocitos.

A.- los microacarreadores se encuentran contentdos dentro de una capsula elaborada con alginato-poli-L-lisina,
La microencapsulacion celular ha sido utilizada para prolongar la sobrevivencia y funcionalidad de los
hepatocitos trasplantados.

B.- la microfotografia muestra la salida de los microacarreadores a la superficie de la microcapsula y
posteriormente al drgano blanco.
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Figura 3. Las imigenes muestran los diferentes mecanismos de liberacion de la droga en los sistemas de
biobombas. En general, el mecanismo mas comun es el de difusién, es decir, la droga migra de una
posicion inicial en el sistema polimérico a la superficie y de ahi al organismo. La difusién puede ocurrir a
través de un reservorio:

A.- el sistema estd constituido por un niicleo en donde se encuentra contenida la droga el cuat a su vez estd
cubierto por un polimero.

B.- la droga se encuentra uniformemente distribuida en un sistema polimérico.

C.- la droga es liberada por la degradacién del sistema polimérico.

D.- la droga se encuentra unida a una columna polimérica y es separada por la accion quimica del  aguaode
una enzima.

E.- ¢l agua permea en el sistema polimérico en donde se encuentra contenida la droga provocando que el
polimero se hinche liberando asi el compuesto.

F.- la presion osmética ocasiona la apertura de poros en el sistema polimérico y en  consecuencia la salida
del compuesto.

G.- existen sistemas osmoticos que pueden proveer una constante liberacidn. Este sistema esta formado por
una médula osmética (agua+droga) cubierta por una membrana semipermeable a cual posee un orificio de
liberacidn osmética por donde es liberada la droga.

H.- algunos sistemas poliméricos pueden ser externamente activados de acuerdo a las necesidades del
organismo, utilizando fuerzas magnéticas, es decir, un campo magnético externo que provoque que las
esferas embebidas en el polimero hagan presion sobre el sistema, expulsando la droga a través de los pores.
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f. Los Trasplantes Planta-Animal.

Con base en todos estos antecedentes y ante la necesidad de desarrollar
nuevas lineas de investigacion para resolver algunos de los problemas técnicos
inherentes a la utilizacion en sistemas de liberacion de farmacos con células
productoras de sustancias medicinales, se ha propuesto la utilizacién de
células vegetales (cultivadas in vitro) como elementos productores de los
metabolitos utiles para el organismo animal deficiente. Es decir, se ha
sugerido la posibilidad de que los conjuntos de células de plantas medicinales,
que son productoras de sustancias biologicamente activas, pudieran ser
utilizadas como ‘sistemas biologicos de liberacidn de farmacos’ si lograsen ser
implantados en un organismo animal y permanecer funcionalmente viables
durante un tiempo util.

En esta linea de investigacion, se publicd un primer trabajo desarrollado
por Lozoya y col. (1995a), en el que utilizaron cultivos celulares de Mimosa
tenuiflora que fueron exitosamente trasplantados en animales de laboratorio.
Como conclusiones de esta primera observacién se planteé que: “ desde el
punto de vista farmacoldgico, el modelo de trasplante inter-regni (entre
reinos) abre un espacio de estudio dentro del novedoso campo de los métodos
de liberacion lenta de medicamentos, al abrirse la posibilidad de que los
trasplantes vegetales de plantas medicinales puedan formar parte del disefio
de bio-bombas de liberacion de farmacos, implantadas en determinados
lugares del organismo animal, lo que pudiera tener ciertas ventajas
practicas”. Frente a la inesperada realidad de que las células vegetales no
fueran rechazadas por el huésped animal, en el que permanecieron durante
varias semanas, los autores mencionan que: “...se plantea la posibilidad de

que la célula vegetal injertada en el organismo animal se encuentre
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secretando ciertos factores quimicos propios que sean capaces de modificar
la respuesta inmunologica del receptor, lo que puede arrojar luz respecto a
los medicamentos inmunoreguladores de origen vegetal que estan siendo
desarrollados en otras partes del mundo.”

Posteriormente, Lozoya y col. (1995b, 1997), dieron a conocer que un
conjunto de células de Mimosa tenuiflora implantado bajo la piel de un grupo
de ratas de laboratorio, durante mucho mas tiempo, se corrobor6 la
observacion preliminar de la viabilidad de las células en el medio animal.
Segun evidencias de tipo histolégico, las células vegetales se mantuvieron
viables bajo la piel durante 120 dias; el conjunto de células permanecid
rodeado de una fibrocapsula de colageno producida por el hospedero y se
observo la vascularizacion del implante. Estas observaciones llevaron a los
autores a sugerir la existencia de algin tipo de interaccion funcional entre el
conjunto celular vegetal y el medio animal. Estudios posteriores han abordado
el disefio detallado de las técnicas que se requieren desarrollar para valorar las
caracteristicas anatomicas de las células vegetales a ser implantadas en
diversas regiones del organismo animal, durante periodos mayores de tiempo.
En todos estos estudios se han utilizado cotiledones de M. tenuiflora los cuales
fueron sometidos a cultivo in vitro para obtener un callo o conjunto celular
usado para el trasplante. Es decir, pequefios fragmentos del callo, de
aproximadamente 50-70mg, son implantados bajo la piel o en la cavidad
peritoneal de las ratas. Se obtuvieron muestras para conocer el estado celular
del material vegetal a los 30, 90, 180 y 270 dias de haber sido‘implantado.
Cada una de estas muestras fueron sometidas a diferentes pruebas histologicas
y sus caracteristicas se compararon con ejemplares de callo que se mantienen
en subcultivo ir vitro en el laboratorio por el mismo tiempo de observacién

pero sin realizar renovacion de su medio nutricional. Las técnicas aplicadas en
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estos estudios fueron la tincién de safranina-fast green, floroglucina-HCL,
diacetato de fluoresceina, yoduro de propidio y la técnica de Jeffrey
(disociacion del tejido) para determinar sus condiciones histologicas y de
viabilidad funcional, Rivera-Arce y col. (en prensa).

Los resultados de estas observaciones fueron alentadores en cuanto a la
capacidad de las células vegetales de sobrevivir en el medio animal durante
largos periodos; sin embargo, se observé que las células vegetales pueden
llegar a organizar su propio sistema vascular en el medio animal a partir de los
90 dias de permanecer implantadas. Es decir, después del tercer mes, las
células iniciaron un proceso de diferenciacidn, que culminé con la formacion
de elementos traqueales. Esto sugirid que €l implante vegetal utilizado de
Mimosa tenuiflora estaba constituido principalmente por células
parenquimaticas que fueron capaz de diferenciarse al modificarse
radicalmente las condiciones originales de cultivo en la que se mantuvieron
desdiferenciadas. Los estudios de control mostraron que, habitualmente, en
condiciones in vitro, las células vegetales no sobrevivieron n mas de seis
meses en el mismo medio nutricional, el cual al agotarse provocé la aparicién
en las células de signos de oxidacion y la muerte celular, no asi los cambios de
diferenciacion observados en el medio animal.

Por otra parte, las evidencias de tipo histoldgico del tejido animal en
contacto con el implante vegetal, indicaron que no se presentaron alteraciones
o signos de infeccién durante los 270 dias de implantado el callo. Se observo
una inflamacion moderada (presencia de polimorfonucleares y macrofagos)
alrededor del tejido vegetal, que a diferencia de los trasplantes animal-animal
no destruyo el tejido implantado. La infiltracién que se observé durante los
primeros tres meses, disminuyo6 en el tiempo subsecuente dando paso a un

gradual encapsulamiento por fibrinégeno. Al mismo tiempo, se detectd la
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formacion de trabéculas que contenian capilares que atravesaron el implante,
vascularizandolo. Al mes de implantado el tejido vegetal en la cavidad
peritoneal se formd una fibrocdpsula que, aparentemente no impidié la
adquisicién de nutrientes para el conjunto celular vegetal. Los implantes
subcutaneos se caracterizaron por la formacion de una fibrocapsula de
colageno mas gruesa que, aparentemente, tampoco impidié la sobrevivencia
del conjunto celular vegetal. Los estudios histologicos del material vegetal
que se utilizé6 para los implantes (callo producido a partir de explantes de
cotiledon), mostraron que estaba formado por tres tipos de elementos: células
parenquimaticas, tejido vascular y células meristematicas. Estudios paralelos
indicaron la presencia de N,N-dimetiltriptamina segiin se determino en
muestras obtenidas a los 9 meses de haber sido implantadas.

Estos resultados plantearon la necesidad de conocer con mds detalle la
anatomia del cultivo celular del material vegetal que pretende ser implantado
en el medio animal y, sobre todo, la importancia de desarrollar un método que
permita generar selectivamente un tejido celular homogéneo, formado en su

mayoria por células productoras de metabolitos bioactivos.
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Figura 4. Microfotografias que ilustran las caracteristicas anatomicas de los diferentes periodos de
implantacién de M. teruiflora dentro de l1a cavidad peritoneal de la rata.

A - elementos de vaso obtenidos a partir de la disociacion del cotileddn de M. fenniflora.
B.- células parenquimatosas disoctadas a partir del cotiledén.
C - células parenguimaticas de los cultivos célulares in vitro (4 semanas de cultivo).

D.- vista panoramica de las células vegetales implantadas en la cavidad peritoneal de la rata después de
un periodo de 30 dias: c-capsula de fibrindgeno, p-células parenquimaticas, a-células
polimorfonucleares, v- vasos sanguineos, ip-peritoneo intestinal.

E.- ampliacién del mismo implante vegetal mostrando la integridad de las células vegetales y la
presencia de eritrocitos{v).

F.- células vegetales a los 90 dias de implantadas.

G.- células vegetales a los 180 dias de implantadas en donde se observa el inicio de la diferenciacion
identificado por dos procesos: un alargamiento en el tamaiio y la lignificacién de las paredes celulares.

H e L- formacién de elementos de vaso a los 270 dias del implante vegetal, Notese la presencia de
capilares sanguineos y eritrocitos ().



Figura 5. Serie de microfotagrafias que ilustran el comportamiento del tejido animal después de un

implante de células vegetales de 30 dias en el peitoneo intestinal de la rata.
A - reaccion inmunoldgica de las células polimorfonucleares y macréfagos(my).

B.- células vegetales implantadas(cv).

interior del implante vegetal

C.- infiltracién de capilares y presencia de eritrocitos(cs) en el

D - presencia de capilares(cs) en la periferia de! implante



Figura 6. Caracteristicas anatomicas de las células vegetales a los 90(A), 180 y 270
dias de implantadas en el animal{C).

A.- formacion de travéculas(fibras de colagena) rodeando las células vegetales(Tb),
caracteristica observada cuando los implantes se realizaban con células disgregadas.

B.- inicio de la diferenciacion celular (células alargadas) en los implantes vegetales(ca)

C.- presencia de elementos tragueales(et) en las células implantadas.




Figura 7. Viabilidad de las células vegetales con diacetato de fluorosceina.

A - viabilidad de las células vegetales después de 30 dias de implante.

B.- viabilidad de los cultivos celulares in vitro.
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g. Planteamiento del trabajo.

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion basica
multidisciplinaria que se realiza en el Laboratorio de Fitofarmacos, de la
Unidad de Investigaciéon en Enfermedades Neuroldgicas, del Instituto
Mexicano del Seguro Social, para continuar y ampliar las observaciones sobre
la utilizacidn de células vegetales como elementos de sistemas de liberacion
de farmacos.

El disefio y organizacion del presente trabajo se limitd a lograr la

obtencion de callos de Mimosa tenuiflora constituidos por células idoneas, es

decir, esencialmente por células parenquimaticas capaces de producir el

principio activo N N,dimetiltriptamina para ser utilizadas en el disefio de un

sistema experimental de liberacion de farmacos. Una vez obtenido este

material celular, sera sometido.a otros estudios que comprenden, en términos
generales, el encapsulamiento enriquecido con un medio nutritivo y
reguladores de crecimiento que mantengan el estado idéneo de las células
(Jiménez y Quiala, 1998). y potencien la produccion de las sustancias
quimicas deseadas, las cuales serian excretadas al exterior de la célula y de la
capsula hasta alcanzar la célula u dérgano blanco Los siguientes estudios
estaran encaminados a la aplicacion de este sistema experimental en animales
de laboratorio, es decir, su implantacion en un érgano blanco, la evaluacion
del efecto farmacologico y la identificacion del principio activo y sus

metabolitos en el torrente sanguineo y en la orina.
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II.  Objetivos.

a. Objetivo general.

Analizar anatomicamente la composiciéon celular de los
callos obtenidos a partir de explantes de dpice, tallo, raiz y
hoja de plantulas de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret, que
sean productores de N,N,dimetiltriptamina y con un

minimo grado de diferenciacién.

o

. Objetivos especificos.

¢ Generar callos friables de células parenquimaticas, a partir de cada uno de
los tejidos seleccionados.

o Identificar mediante técnicas histoquimicas los principales compuestos
presentes en los explantes y en los callos: saponinas, taninos, alcaloides,
taninos y almidon.

e Identificar y cuantificar el contenido de N,N,-dimetiltriptamina en los
callos obtenidos.

e Seleccionar el callo idoneo para su utilizacidn en los sistemas de

liberacion de farmacos.
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III. Material y Métodos.

a. Colecta de las semillas: las semillas se colectaron en Xochitepec, Morelos,

de arboles mantenidos en el Jardin del Centro de Investigacion Biomédica del
Sur, IMSS. Las semillas se limpiaron y se seleccionaron para obtener un

material libre de contaminacion.

b. Germinacion: las semillas se desinfectaron colocandolas en etanol de 96%

durante tres minutos; a continuacion se lavaron tres veces con agua bidestilada
(previamente esterilizada) y se colocaron en una solucion al 10% de
hipoclorito de sodio durante 15 minutos. El material se lavé nuevamente por
cinco veces con agua bidestilada. Las semillas desinfectadas se colocaron en
una caja de Petri y se escarificaron con un bisturi; se les adiciono6 agua y se
dejaron remojando durante 24 horas, después de lo cual nuevamente se
lavaron y se colocaron en frascos esterilizados de 125 ml, conteniendo medio
Knop. La germinacion se realizo en un cuarto incubador bajo temperatura

(28+2° C) y luz controlada (fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad).

c. Obtencidn de las plantulas: bajo condiciones estériles se procesaron

plantulas para separar los diferentes explantes: dpice, hoja, tallo y raiz, los
cuales se sometieron a desdiferenciacion celular para la inducciéon de callo.
Las plantulas utilizadas para este proceso tenian tres semanas de germinacion

y median en promedio una altura de 15 centimetros.
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d. Induccion de los callos: todos los explantes se colocaron por separado en

frascos de 125ml que contenian 20 ml de medio Murashige y Skoog (MS),
adicionado con sacarosa (30 g/l), solucion inorganica (100ml/l), solucion
organica (10ml/l), acido 2,4 diclorofenoxiacético (2mg/l) y cinetina (2mg/1);
se ajustd a un pH de 5.7, y sostenido en agar (8g/1) siendo esterilizado en
autoclave (15 minutos) segln técnica de Villareal, et al (1993). Los cultivos
se mantuvieron en un cuarto incubador a una temperatura de 28+2° C y a un
fotoperiodo de 16 horas. Cada cuatro semanas de cultivo, los callos se
transfirieron a un medio fresco, manteniéndose las mismas condiciones de

incubacion.

e. Procedimientos para el analisis anatomico-histoquimico: se tomaron al
men-os tres muestras de cada callo procedentes de los diferentes explantes:
apice, hoja, tallo y raiz, durante cada subcultivo, es decir, cada tres semanas
hasta la semana 21. Se utilizé una solucién fijadora FAA en la que cada uno
de los tejidos se conservd durante 24 horas. Posteriormente, el tejido se
deshidraté mediante una serie gradual de etanol desde 30% hasta 100%,
permaneciendo 30 minutos en cada solucion (Curtis, 1986).

Para realizar la inclusion de los fragmentos se utilizo paraplast de punto de
fusion 56-57°C. La impregnacién del tejido en paraplast se realizé de la
siguiente manera: la muestra se colocé en etanol absoluto-xilol (1:1) durante
30 minutos; después en paraplast-xilol, por 24 horas; y en paraplast liquido,
por otras 24 horas. En los dos titimos pasos las muestras se mantuvieron en
una estufa a una temperatura de 56°C £ 2°C (Curtis, 1986).

Se colocé y se orientd cada espécimen dentro de un molde al agregar
paraplast y se dejaron secar los bloques durante 24 horas y posteriormente

llevé a cabo los cortes en microtomo tipo Minot. Se obtuvieron cortes de
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15um de grosor, que se colocaron en un baifio de flotacion (preparado con
gelatina 0.5 g/l) a una temperatura de 45°C. Una vez que se extendieron los
cortes en un portaobjeto se les dejo secar para continuar con la eliminacion
del paraplast. Los porta objetos se colocaron en una estufa a 56°C durante 24
horas, posteriormente se pasaron en xilol por 10 minutos y después a otros
dos cambios de 5 minutos cada uno. La identificacion estructural del tejido y
las células obtenidas in vitro se realizo empleando la técnica de Safranina -
Fast green. A continuacidn se llevd a cabo la hidratacion del material
mediante una serie gradual de etanol que comenzd con etanol absoluto-xilol
(1:1) durante tres minutos, etanol absoluto y continué sucesivamente hasta 30
% y agua corriente. Las muestran se colorearon en una solucion de Safranina
por 24 horas, se enjuagaron con agua corriente sometiéndose a una serie
gradual de etanol 30% hasta etanol al 96%, las muestras se colocaron durante
50 segundos en verde rapido e inmediatamente a etanol 96% hasta xilol. A
continuacion se realizo el montaje de las preparaciones en resina sintética,
estas se dejaron secar en la estufa por 24 horas y se limpiaron con xilol; se
observaron al microscopio (Ruzin, 1999). Los ejemplares fueron estudiados
bajo microscopia de luz y con las técnicas de contraste de fases y bajo luz
ultravioleta.

Las pruebas de histoquimica para la identificacion y localizacion de los
grupos quimicos de importancia medicinal fueron: saponinas, alcaloides y
taninos. Mediante la aplicacién de estas pruebas histoquimicas llevo a cabo
una deteccion rapida de los compuestos de interés como método de control
cualitativo de los callos o del material que sera utilizado para el sistema de

biobombas.
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Saponinas y Taninos.- Se utilizé material fresco para obtener secciones de 30
micras de grosor; en cada muestra se aplicé una gota de una solucién acuosa
de 4cido sulfurico al 40%. Después de 15 minutos se colocaron las laminillas
en una solucion saturada de hidroxido de bario durante 24 horas, se lavaron en
una solucidn débil de cloruro de calcio y finalmente se pasaron a una solucion
acuosa al 10% de bicromato de potasio; nuevamente se enjuagaron y se
observaron al microscopio (Johansen, 1940).

Alcaloides.- Secciones de 15 micras de espesor, se colocaron en una solucion
de acido tartarico al 5% en alcohol etilico de 95% durante 48 horas (Johansen,
1940).

Lignina.- Las secciones desparafinadas fueron tratadas con unas gotas de
fluoroglucina seguido de unas gotas de HCI al 25% en agua destilada. Se

colocd un cubreobjetos y se observd (Johansen, 1940).

Almidén.- Las secciones se colocaron en una solucidén de yoduro de potasio - - -

durante 15 minutos y se observé al microscopio (Johansen, 1940).

f. Método de HPLC para N,N-dimetiltriptamina (DMT): se liofilizaron callos

de los diferentes explantes con una edad de 21 semanas de cultivo. El peso
seco correspondiente fue el siguiente: callo-raiz, 0.85 g; callo-apice, 0.64 g;
callo-hoja, 0.28 g; callo-tallo, 0.80 g. Cada una de las muestras se maceré en
metanol durante 72 horas. Después de este tiempo, los extractos se colocaron
en un rotavapor y el residuo sé resuspendid en 1 ml de metanol y filtrd a través
de una membrana de 0.45 micras. La identi_ﬁcaci()n DMT, se realizoé mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) siguiendo la técnica

“descrita anteriormente por Nicasio (1995).
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1V. Resultados y Discusion,

Después de un periodo de 10 dias de incubacion se obtuvieron plantulas de
M. tenuiflora, este material aséptico, se utilizé para obtener los diferentes
explantes que fueron utilizados para el cultivo celular. Los callos obtenidos
presentaron las siguientes caracteristicas.

a. Caracteristicas macroscopicas generales de los cultivos celulares (callos).

En las primeras dos semanas de cultivo, todos los explantes desarrollaron
algunas protuberancias: tricomas y brotes de tallo, los tricomas de consistencia
porosa, de color blanco con pigmentaciones rojas; caracteristicas de un
proceso de desdiferenciacion incompleto. Se observé a partir de la cuarta
semana que en algunas zonas de los explantes se inicié la formacién de callo.

Sin embargo, se observo que si los callos permanecian en el medio sin ser
transferidos a medio fresco durante cuatro semanas, algunas zonas celulares
presentaban oxidacion y en consecuencia se producia muerte celular. Por ello
se decidio6 realizar los subcultivos a partir de la tercera semana y cada tres
semanas, hasta la semana 21 en la que finalizo la toma de muestras para la
evaluacion de callo. A partir de la semana 12 se observo el establecimiento
total del callo, es decir, morfolégicamente se obtuvo una masa celular libre de
tejido diferenciado.

Durante la obtencidén del callo se caracterizaron diferentes etapas de
desarrollo. De acuerdo a Lindsey y Jones (1989), ha reportado diferentes
estadios una etapa reposo en donde se inicia una serie de procesos
metabdlicos que preparan a la célula para la mitosis. Este periodo se
caracterizo por una desdiferenciacion incompleta. Posteriormente la etapa de
division celular, durante esta etapa la prioridad es una division celular

acelerada y constante de tal manera que hay un retraso en el aumento de
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tamafio de la célula. Anatomicamente son células pequefias, de vacuolas
pequefias, con poca acumulacion de metabolitos secundarios en tanto gue la
sintesis de proteinas y acidos nucleicos es elevada, se observan células densas.
Fue a partir de la cuarta semana cuando aparentemente no se observaba tejido,
sin embargo, a la semana 12 se observé un establecimiento de la masa celular
caracterizada por poseer un volumen considerable a esta ultima etapa se le
conoce como efapa estacionaria que se diferencia por una disminucién de las
tasas de division celular, actividad respiratoria, sintesis de RNA y proteinas y
por una aumento en la proporcion de células vacuoladas. Es decir, se finaliza
la division celular y comienza una aumento considerable en la sintesis y
acumulacion de metabolitos secundarios: alcaloides, antocianinas,
antraquinonas y derivados fenélicos. Los estadios mencionados anteriormente
se observaron en los diferentes subcultivos de los callos que se obtuvieron a
partir de cada uno de los explantes seleccionados.. Se puede sefialar una
relacién entre tiempo y acumulacion de metabolitos, sobre todo en tallo, raiz y
hoja, en donde a mayor tiempo mayor acumulacion de material ergastico.

En lo que se refiere a textura y color del callo, se formaron dos tipos de
callos:

1. De masa dura, color café y

2. De masa friable, color verde (en ocasiones verde-amarillento).

Alvarez (1987), describe a los callos como conjunto de células en continua
proliferacion, acelerada y de apariencia desorganizada, que da origen a una
masa amorfa de tejido. Esta misma masa de células puede presentar diferentes
tipos morfolégicos, los cuales varian segln la apariencia externa, textura y
composicion celular. Algunos callos son masas celulares compactas y duras
con células intimamente unidas', mientras que otras forman tejidos esponjosos

con gran cantidad de espacios intercelulares. El tipo y grado de pigmentacion
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depende de varios factores, tipo de explante, factores nutricionales y
ambientales, y se manifiesta por la presencia de clorofila, carotenos,
antocianinas, etc.

El dpice, fue el explante mas adecuado para la obtencion de callo friable
debido a que el inicio de la desdiferenciacién tuvo lugar de manera temprana,
durante la primera semana de cultivo, obteniéndose un tejido en la mayoria de
los casos de color verde y consistencia friable.

Los callos resultantes de los explantes de hoja, fueron de tamafio muy
pequefio que al momento de manipularlo con las pinzas se dafié y se oxid9, io
que significd una gran dificultad para lograr la desdiferenciacion celular
durante las primeras semanas, ya que, una parte de los especimenes se oxidaba
y otra se lograba desdiferenciar con lentitud. Finalmente se obtuvo un material
duro, de color café.

El explante de raiz posee pocas ventajas para la obtencién.del callo, ya que
durante las primeras cuatro semanas se oxido sin lograrse la desdiferenciacion.
Los especimenes que lograban sobrevivir el periodo de oxidacion lograron
desdiferenciarse muy lentamente, entre la 4* y 9* semanas desarrollaron
pequefias prolongaciones porosas de color blanco con abundante pigmentacidn
roja. El callo obtenido fue verde con algunas partes de color café¢ y de
consistencia dura.

M tenuiflora es una planta que se caracteriza por su significativo contenido
de dérivados fendlicos, éstos se encuentran principalmente en las vacuolas, se
mezclan con el contenido de plastidios y otros organelos donde estan
confinadas las polifenolxidasas y aparece la coloracion marrén o negra como
consecuencia del proceso de oxidacion. Estos compuestos son altamente

reactivos e inhiben la actividad enzimatica hasta provocar la muerte celular
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(Jiménez, 1998), este proceso se presentd principalmente en los explantes de
hoja, raiz y tallo.

El material obtenido a partir del tallo fue mas friable que el de la raiz.
También, se presentaron prolongaciones similares a las observadas en la raiz,
Finalmente, se obtuvo un callo verde con algunas zonas que presentaron
oxidacion
De acuerdo a las recomendaciones planteadas para la obtencion adecuada del
callo, el dpice fue el tejido mas ventajoso para la obtencion de un callo
adecuado, es decir, friable y de rapida desdiferenciacion (la primera semana de
cultivo) esto se debe a que los callos derivados de embriones y plantulas
tienen un mayor potencial para la division celular. También es importante el
estado fisiolégico y la edad de la planta, siendo recomendable utilizar plantas
jovenes y con crecimiento activo que fueron apropiados para inducir la
desdiferenciacion en esos tejidos morfologicamente mas plasticos que los de
hoja, raiz y tallo (Jiménez, 1998).

Por otra parte el resto de los explantes como hoja, raiz y tallo presentaban
mucha oxidacién y por lo tanto poco rendimiento de callo, la hoja es un tejido
muy pequefio y fragil que al momento de manipularlo con las pinzas se dafié y

se oxidd, lo cual no facilité el proceso de obtencion de callos.
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Figura 9. Caracteristicas moroflogicas de los cultivos celulares (callo) de M. tenuiflora.

A y B.- el callo originado a partir de explantes de apice se caracterizo por poseer una coloracion verde
amarillenta y de consistencia friable.

C.- El callo-tallo presentaba una coloracion verde amarillenta, en ocasiones café y de consistencia
friable.

D - el callo-raiz formaba una masa dura de color café y algunas zonas verdes,



Rivera Arce E.

b. Anatomia de los callos.

Se observaron cinco tipos de células en cada una de los callos estudiados
(callo-apice, callo-tallo, callo-raiz, callo-hoja):

1) Células parenquimatosas polimorfas de pared delgada, vacuoladas y con
nucleo y nucleolo evidente.

2) Células meristematicas.

3) Células de reserva o almacenamiento de material ergastico

4) Células parenquimaticas alargadas

5) Elementos traqueales.

El analisis microscdpico permitio identificar cinco tipos de elementos
celulares, los cuales se encontraron distribuidos en zonas especificas de las
secciones estudiadas; las células parenquimatosas con grandes vacuolas (1) y
células de reserva o de material ergastico(3) se encontraron en la regién
superficial del callo, también se identificaron .otro tipo de células con
contenido rojo que se organizaron alrededor de las células diferenciadas y en
la periferia. En cambio, las células alargadas (4) y los elementos traqueales (5)
se organizaron en grupos caracteristicos concentrados en la parte interna del
callo. También las células pequefias (2) en continua division se encontraron
cerca de las células que estaban diferenciandose. De acuerdo a estudios
microscopicos que se han realizado con callos, se ha demostrado que los
tejidos de tipo calloso son heterogéneos en su composicion celular, es decir,
un mismo callo presenta varios tipos celulares. Dicha composicion va a
depender de diversos factores, como son el origen del explante, la edad de los
cultivos y la composicién de los medios. Un callo homogéneo esta constituido
(en su mayor parte) de un solo tipo celular, pero raramente se encuentra, aln
cuando se han obtenido cultivos puros de células del tipo parenquimatoso. E]

callo estd generalmente constituido por una alta proporcion de células en las
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que las vacuolas son predominantes, similares a las células del parénquima; el
callo también contiene pequefias zonas de células en divisién, que se
encuentran localizadas en las areas periféricas superficiales o dentro del tejido,
y que serian centros para la formacion de meristemos (apicales), primordios
radiculares o embriones incipientes. Estas zonas de division celular
generalmente se presentan dando origen a las masas amorfas del tejido

aparentemente desorganizado (Alvarez, 1987).

i. Apice.

3 semanas de cultivo. La preparacion todavia presentaba restos de tejido
diferenciado; el haz vascular al centro del tejido, el cual estaba rodeado de
células alargadas y con vacuola de gran tamafio, tefiidas en rojo,
histolégicamente los compuestos que reaccionan con el colorante Safranina
son identificados como células.con contenido fendlico, en estos .casos.se
observa una acumulacion en la vacuola formando granulos de tamafio grande.
A las células que presentan estas caracteristicas no se les observo nucleo. En
estudios anatdmicos de callos, obtenidos a partir de embriones inmaduros se
identificaron zonas de tejido vascular combinado con tejido parenquimatico,
observandose en la periferia la presencia de amiloplastos (Gomez, 1998a). En
el presente estudio se observaron regiones similares rodeadas por una o varias
capas celulares, en el caso del tejido vascular siempre se caracterizd por
rodearse de células pigmentadas en rojo es decir, de contenido fendlico tal y
como sucede en cortes de raiz en el que el haz vascular se encontr6 rodeado de
células con este tipo de material ergastico como una forma de proteccién al
haz vascular.

6 semanas de cultivo: masa celular formada por zonas meristematicas,

localizadas principalmente en la parte central de la muestra. Estas mismas
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observaciones se realizaron en callos embriogénicos, se detectaron regiones
meristematicas muy bien organizadas, las cuales se localizaron principalmente
en la parte central. También se distinguieron células de gran tamafio, algunas
de ellas en division celular, células alargadas que pueden ser restos de tejido
diferenciado de la planta y tricomas en la superficie del callo, estructuras
epidérmicas caracteristicas en las muestras que pertenecian a las primeras
semanas de cultivo. En estudios histologicos de cultivos de embriones se
observaron abundantes protuberancias blanquecinas o de color rojizo, dichas
estructuras se identificaron por medio de cortes histoldgicos como raices muy
pequefias. Los especimenes del estudio actual mostraron apariencia similar,
pero en los estudios anatomicos se identificaron como tricomas glandulares.
El desarrollo de este tipo de estructuras se pueden formar como proteccion al
callo y a sus respectivas zonas meristematicas, como se ha observado en otras
plantas, en donde los tricomas surgen del meristemo y. las protegen. Ademas
como derivados epidérmicos pueden tener funcidn de proteccion.

9 semanas de cultivo: células alargadas con vacuolas que contenian
almidon o cristales poligonales, estudios anteriores mencionan que la corteza
de M. tenuiflora se caracteriza por su abundante contenido en cristales de
oxalato de calcio y almidén (Anton y cols., 1993; Camargo, 1996). También
se observaron células que se estaban dividiendo, los nicleos eran evidentes.

12 semanas de cultivo: durante esta etapa se inicié la diferenciacion y
organizacion del tejido vascular en grupos pequeiios de elementos traqueales,
son células compactas, en forma de paquetes que se van diferenciando,
localizadas principalmente en la zona central de la muestra celular, estos
conjuntos de células estaban rodeados por células parenquimaticas de gran
contenido fendlico tefiido de rojo con la safranina, estas mismas células se

distribuyeron en la periferia de la muestra, en el parénquima del haz vascular y
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en las zonas meristematicas. Este tipo de células se caracterizan por contener
vacuolas de gran tamario, estas mismas caracteristicas también son descritas
en un estudio anatémico de cultivos de embriones inmaduros de Zea mays en
donde se describe a dos tipos celulares: 1) células grandes con las
caracteristicas anteriormente descritas {con o sin contenido fendlico) y 2)
células meristematicas (Gomez, 1998b).

15 semanas de cultivo: Ademas de las caracteristicas descritas con
anterioridad, también se identificaron células con cristales poligonales que se
caracterizaron por ser refringentes. El explante del apice es una porcion de
tejido meristematico y probablemente por el hecho de que se encontraban en
continua divisiéon mitdtica, se retardé la diferenciacion y la aparicion de
células con taninos en los cultivos celulares. Diferentes autores mencionan la

importancia del estado fisiologico y la edad del explante utilizado ya que este

juega un papel importante en la determinacion de la respuesta. en el cultivo in . .

vitro. Por lo tanto la tendencia es el empleo de tejidos mas indiferenciados y
los més jovenes con crecimiento activo, dichas caracteristicas han permitido
obtener éxito en los cultivos in vitro (Gomez, 1998b; Alvarez, 1987).

18 semanas de cultivo: grupos de células que iniciaron su diferenciacion,
con ornamentaciones caracteristicas de los elementos de conduccidn; y células
con contenido fendlico en rojo (se tifien de rojo por la presencia de taninos
condensados). Los elementos traqueales se organizaron hacia el centro del
callo y en la periferia, las células que acumularon en su interior taninos
tdentificados por una coloracion roja a café rojiza (safranina). Esta forma de
organizacion de los elementos traqueales hacia el centro de la muestra ya se
habian descrito anteriormente en cultivos de callos a partir de embriones.

21 semanas de cultivo: grupos de células que se dispusieron

circularmente, con la apariencia de una dona, se distribuyeron en todo el callo,
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Se observo una region de cambium la cual posteriormente dio origen al tejido
vascular pero su organizacidn no es tipica, es decir presentan patrones
extrafios diferentes a la actividad tipica del cambium vascular; a esto se le
conoce como crecimiento andmalo. Ademas también se identificaron células
parenquimaticas, células en divisién con nucleo y nucleolo; no se detectaron
células con contenido fendlico.

En los callos que se formaron del apice, a partir de la primera semana habia
material desdiferenciado aunque no es su totalidad, ya que durante la
observacién microscopica se detectaron zonas de tejido aun diferenciado. A
partir de la sexta semana se observaron en su totalidad células parenquimaticas
de distintos tipos, la diferenciacion celular se inicio a partir de la semana doce
de cultivo y en la semana veintiuno se diferenciaron los elementos traqueales.

Por otro lado, se identificaron células con material ergéstico y taninos a partir

de la primera semana de cultivo, quiza en menor cantidad . que en los cultivos . ..

de tallo, raiz y hoja pero desde muy temprana edad estas células empiezan a

producirse y organizarse.

44




\trig v
"
- L2
+ -
#
- 3 &
5,
g - - < -
'_-
¥ - O
3 %
. i A
5 v
[} o
v
L
N
- L3 y
Py Y > = 5
o

iy

s

oy N, ..‘
g - ‘&
s -
) P o~ -
" ¥ i3 iy
] Py e
.
o g
p
- .
” 3
¥ - - ot s
PG
3 ] 123 it
7 B e \m
b pres o i
3 tF
L ’ B hF 2
& 3 ol -
4 - .
ol g
P h i,
i i ¢
< & - » :
& P o
] o
- o . Ll
2 . - 3
Z, o~

A
- e -
TELRTEY L

Aoy ot )

Figura 10. Microfotografias que muestran
las caracteristicas celulares de los callos
obtenidos de explantes de dpice (3 semanas
de cultivo).

A.- porcibn  de tejido ain no
desdiferenciado, se distingque la epidermis y
células en empalizada

By C.- tejido vascular

D.- células con contenido rojo (taninos
condensados)



Figura 11, Microfotografias que muestras las caracteristicas celulares del callo de
apice de 6 semanas de cultivo.

A - en la parte superior de la microfotografia se observan abundantes zonas
meristematicas (m) y alrededor se encuentran las células con taninos (t); células
alargadas, posiblemente restos del tejido de la plantula (a).

B.- células de gran tamafio en division celular (d) y nlcleos evidentes (n)
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Figura 12. A.- calio-dpice, 9 semanas de cultivo. La microfotografia muestra ia presencia de
cristales de oxalato de calcio (c) y restos de un tricoma glandular (tg). B.- callo-apice 12
semanas de cultivo, abundante material ergastico (me); taninos depositados en forma de
granulos en el citoplasma (g) v en la vacuola (v); células nucleadas (n) y elementos traqueales

().
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FIGURA 13. Microfotografias que ilustran el desarrollo vascuiar del callo-apice
{18 semanas de cultivo).

A .- crecimiento andémalo (ca).

B.- elementos traqueales (t) en diferentes planos, estos mimos elementos se unen
entre si para forman un vaso(v); rodeando al tejido vascular se encuentran células
parenquimaticas(p) y zonas meristematicas(m).



A

Figura 14. Callo-apice de 21 semanas de cultivo.

A .- Se observa que a partir de los 18-21 semanas de cuitivo, se organizan zonas muy
caracteristicas. Es un tipo de cambium vascular atipico conocido como crecimiento

secundario anémalo{ca)}.

B.- Células con nicleo y nucleolo (n).
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ii.Tallo,

3 semanas de cultivo: se observaron células polimorfas con nucleo
evidente y vacuola que abarcaba gran parte del citoplasma. Algunas células de
gran tamafio contenian algun tipo de material ergastico: almidén, oxalato de
calcio o taninos, estos dos ultimos muy abundantes. Este tipo de material
estuvo presente desde la primera semana de cultivo (3 semanas).

6 semanas de cultivo: se observaron estructuras caracteristicas del tallo:
epidermis, parénquima compacto y porciones con formacion de tejido de
conducctdon pero con crecimiento secundario. Quiza las caracteristicas
estructurales de este tipo de explante le lleve mas tiempo lograr la
desdiferenciacion en comparacion con el apice o los brotes.

9 semanas de cultivo: se identificaron tricomas glandulares con contenido
de taninos (tefiidas en color rojo). Células en diferentes etapas de division, con
contenido. que . tifie .en color rojo: abundan células grandes .con contenido.
granuloso, localizadas alrededor del tejido de conduccién. La
desdiferenciacion fue asincrdnica, iniciaba en la parte externa y
posteriormente avanza hacia el interior del tejido. El lugar o sitio para el
comienzo de la proliferacion de los callos generalmente se localizé en la
superficie del explante o en la superficie extirpada (Gomez, 1998).

12 semanas de cultivo: grupos de células muy unidas, son células
polinucleadas en continua division y diferenciacion celular. Se observaron
células con una vacuola de gran tamario tefiidas en color rojo, el contenido ya
se ha identificado anteriormente como taninos condensados, estas células se
concentraron hacia la periferia. Las células cultivadas in vitro no mostraron la
misma diversidad como en la citodiferenciacion observada en plantas

completas y frecuentemente solo forman elementos vasculares (Cassab, 1981)
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15 semanas de cultivo: células alargadas y con abundantes elementos
traqueales. Se observd una evidente diferencia en los colores del contenido
ergastico: células de contenido café y células que tifieron en rojo debido a la
naturaleza quimica de los metabolitos presentes. También se observaron dos
formas en el deposito del material ergastico: un contenido en forma de
granulos en el citoplasma y un segundo, en el interior de la vacuola. Ambos
tipos de deposito se encontraron presentes en los callos obtenidos de los
diferentes explantes empleados.

18 semanas de cultivo: en la periferia se encontraron células menos
diferenciadas y células con compuestos. Hacia el centro, el tejido de
conduccidn estuvo organizado por grupos de elementos traqueales. En el tallo
se encontro mayor numero de células con taninos que en el apice.

En general, en los callos se observd un mayor desarrollo de los haces
vasculares al interior de la muestra, de esta. manera habia un.transporte delos -
metabolitos requeridos para realizar todas las funciones necesarias para la
sobrevivencia de las células localizadas al interior de la muestra.

21 semanas: en el centro de la masa celular se detectaron agrupaciones de
células pequefias en constante division mitética, rodeada de células mas
grandes y elementos traqueales, es decir, a partir de una zona formada por
tejido de conduccion y parenquimatico surgen centros meristematicos.

El tejido del tallo tardd en desdiferenciarse, ain en la semana nueve se
observaba el tejido caracteristico que constituye al tallo, quiza esto se deba a
las caracteristicas del tejido que lo compone haciendo mas dificil la obtencion
de callos. En la semana 12 se observaron grupos de células muy compactas,
pero ya con formacion de elementos traqueales. Estos mismos elementos se

diferenciaron por organizarse en grupos.
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Figura 15. Microfotografia que muestra las principales caracteristicas del callo-taflo de 3 semanas
de cultivo.

A. - células parenquimaticas (cp), la mayoria de ellas contienen taninos y se tdentifican por su
coloracién roja (t).

B y C.- restos de tejido diferenciado originario del explante donador (rt).
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Figura 16. Cortes histologicos correspondientes a los cultivos
celulares de tallo.

A.- callo de 6 semanas de cultivo. El callo aiin no se ha logrado
desdiferenciar en su totalidad observandose tejido caracteristico de
tallo: epidermis(e), células parenquimaticas(cp), parenquima con
contenido fendlico (taninos) {t) y restos del haz vascular(et). En el
centro de la muestra se distingue un area en division celular(m), los
nicleos son evidentes. En los extremos de la muestra se observa
porciones de células que han iniciado su desdiferenciacton{ds).

B.- callo de 9 semanas de cultivo: crecimiento secundaric(cs) y células
con material ergastico que se tifieron en color morado(me), esta
diferencia quiza se deba a la naturaleza quimica del compuesto
almacenado en las células.
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Figura 17. Cortes histologicos del callo-tallo de 12 semanas de
cultivo,

A.- los callos provenientes de los explantes de tallo y de 12
semanas de cultivo presentan abundantes elementos traqueales(et)
completamente formados alrededor de estos elementos se
encuentran las células con taninos(t).

B.- elementos traqueles con ornamentacion reticular (tr)células
parenquimaticas de reserva(pr) y de contenido fendlico(t).



Figura 18. Serie de microfotografias que ilustran el contenide celular de taninos y la forma de
depositacion de estos compuestos.

A - almacenamiento de los taninos en forma de granulos(g).

B y C .- depositacion de taninos en la vacuola(v).
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Figura 19. Caracteristicas anatomicas del callo-tallo de 18 semanas de cultivo.

A.- la parte central de la muestra se caracteriza por la presencia de elementos
traqueales y de crecimiento secundario{cs), alrededor de esta area se encuentran
células parenquimaticas (cp) las cuales pueden dar origen a centro meristematicos.

B.- células de gran tamafio con contenido fendlico(t) localizadas generalmente
alrededor del crecimiento secundario.



Figura 20. Caracteristicas anatémicas del callo-tallo de 21 semanas de cultivo. Células
nucleadas(n), elementos fraqueales cortados transversalmente(et) y células
parenquimaticas con contenido en taninos(t) y otro tipo dematerial ergéstico(me).
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iii.Raiz.

12 semanas de cultivo: se observo un gran numero de células pequefias en
division y diferenciacion celular. Las células empezaron a organizar un haz
vascular que al microscopio se veian en forma de dona, el haz vascular no
estaba bien definido (crecimiento andmalo). Entre esos paquetes hay células
de parénquima con nicleos muy evidentes de las que probablemente se
originan las regiones meristematicas, es decir, que las células que estaban en
continua division se diferenciaron a tejido vascular o surgian células
parenquimaticas que al mismo tiempo iniciaban su division celular. Por otra
parte también se identificaron células parenquimaticas de gran tamafio que se
estaban dividiendo. De acuerdo a observaciones histologicas se localizaron
regiones en el callo en las que, el tejido vascular estaba rodeado de células
parenquimaticas, mismas que dieron origen a centros meristematicos.

15 semanas. de cultivo:.células-en.division celular y:.con nucleo evidente;.:
grupos de células y elementos traqueales completamente diferenciados,
semejante a un corte de raiz. Ademas células muy compactas con material
fendlico tefiido de rojo y células grandes colapsadas, sin embargo, poseian un
nucleo bien definido. En otros estudios anatémicos de células de callo se habia
observado las mismas caracteristicas: células grandes de tipo parenquimatico
colapsadas y sin ningln patrén de organizacion (Gomez, 1998b).

18 semanas de cultivo: se detectd la diferenciacion de elementos
traqueales, células con material granuloso tefiido de rojo. Las células
conductoras poseian ornamentaciones que no se colorearon de rojo, por lo
tanto poseen paredes primarias. Se observaron cristales dentro de la célula,
otros estudios histoquimicos realizados en esta especte medicinal muestra que

los cristales generalmente son de oxalato de calcio.
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21 semanas: el callo estaba rodeado de células con taninos y al centro,
células diferenciandose. Se distinguen células de cambium vascular alrededor
del xilema. Las células que se ven alargadas seran las futuras porciones del
xilema.

El callo proveniente de la raiz, tardd en desdiferenciarse.
Morfolégicamente se observd que en la parte mas superficial del explante se
producen pequefios brotes de callo, fue entonces a partir de la semana 12 que
se logrd obtener una pequefia muestra de callo, en los estudios anatémicos se
identificé crecimiento anémalo y cambium vascular.

Lo que se ha observado en los diferentes materiales obtenidos (callo) es
que cada tipo de callo posee caracteristicas estructuras diferentes dependiendo
del explante utilizado, de esta forma, la raiz tiene la funcion de absorber agua
y sustancias disueltas en la misma, asi como la fijacion de la planta al suelo y
esto lo realizan por medio del tejido vascular, que esta constituido de tejido
especializado para el transporte, quiza sean estas caracteristicas estructurales
las que influyan en el desarrollo y formacion estructural del callo, es decir se

caracteriz6 por la formacién abundante de tejido vascular.
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Figura 21. Microfotografias que muestran el desarrollo vascular de los
callos obtenidos de explantes de raiz de 12 semanas de cultive.

A - cambium vascular(cv).

B.- crecimiento andmalo{ca).



Vo Figura 22. Caracteristicas anatémicas del
' callo-raiz de 15 semanas de cultivo.

A .- células colapsadas(c) con nucleo(n) y
nucleolo(no) evidente.

B.- elementos traqueales completamente
desarrollados, los cuales se distinguen
por su ornamentacion reticular{or) y
anular(oa).




Figura 23. Microfotografias que ilustran las caracteristicas anatémicas de
callo-raiz de 18 semanas de cultivo.

A -parenquima de reserva(pr).

B.- elemento traqueal que se distingue por su ornamentacion reticular

{or).




Figura 24, Organizacion celular del callo-raiz de 21 semanas de
cultivo.

A - los elementos traqueales(et) y el crecimiento secundario(cs) se
localizan al centro de la muestra, alrededor de esta area se localizan
dos tipes de células: parenquimaticas de gran tamafo{cp) y células
con contenido de taninos (t).

B.- elementos traqueales(et) en diferentes planos y crecimiento
secundario {cs).
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iv.Hoja.

12 semanas de cultivo: células en continua division y diferenciacién
celular, es decir, formaciéon de gran cantidad de haces vasculares; sus
ornamentaciones se distinguen pues se tifien de color rojo, se observan haces
cortados en distintos planos. Nuevamente las células con contenido rojo,
tienden a ubicarse en la periferia.

15 semanas de cultivo: en esta etapa, las células empiezan a diferenciarse,
es decir se organizaron en forma de paquetes y se encuentran localizadas
principalmente en el centro de la muestra. Células de gran tamafio con nucleos
muy grandes y nucleolos. Otras se estan dividiendo, proceso que se observa en
diferentes planos. Células con taninos a la periferia del callo.

18 semanas: grupos de células hacia la periferia con contenido rojo. Se

observé gran niamero de células que se estdn dividiendo. En la periferia se

identificéd un proembriéon.-Se distinguen-células-con granos de.almidon.-Hay. .

zonas especificas en donde hay mas diferenciacion de células conductoras e
incluso se ven las ornamentaciones cortadas transversal y longitudinalmente.

21 semanas: se observd mayor cantidad de material tefiiddo de rojo y de
material diferenciado. Muy notorio el color rojo en todas partes, muy pocas
zonas verdes, abundantes zonas meristematicas.

Solo a partir de la semana 12 se logro obtener una pequefia muestra de
tejido, en donde se identific6 una cantidad de haces vasculares bien
diferenciados, rodeados de células con material ergastico, esta es una
caracteristica tipica de las células superiores, es decir su haz vascular que estd
rodeado por células con taninos como un sistema de proteccion. En estas
mismas muestras se identificé gran cantidad de almidén. El tejido que
compone a la hoja se caracteriza por poseer células con diferente material

ergastico entre ellas almidon y taninos, de acuerdo a investigaciones
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fitoquimicas refieren que la corteza presenta saponinas triterpenoides y una
gran cantidad de taninos condensados. (Camargo-Ricalde, 1996) El material
ergastico en los callos después de varias semanas de subcultivo, en la semana

21 se identifico gran cantidad de material ergastico.
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Figura 25, Caracteristicas anatomicas del callo-hoja de 12 semanas de cultivo.

A - crecimiento andmalo(ca), cambium vascular{cv) y taninos(t)
B .- elementos traqueales(et) y taninos(t)

C.- cambium vascular(cv), micleo(n), nucleclo(no) y elementos taqueales(et).
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Figura 26. Callo originado a partir de explante de hoja de 15 semanas de cultivo. En el centro de la
muestra se identifica un grupo de células pequefias, posiblemente una zona meristematica(m), la cual
esta rodeada por células parenquimatica(cp) de mayor tamaite, con nicleos(n) grandes y densos.



Figura 27. Serie de microfotografias que ilustran las principales caracteristicas del callo-hoja de 18
semanas de cultivo.

A.- cambium vascular(cv).
B - parenquima de reserva(pr).

C.- células parenquimaticas con nicleo(n) y nucleclo(nc); presencia de taninos(t).
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Figura 28. Microfotografia del callo-hoja de 21 semana de cultivo. Se observa
crecimiento secundario(cs) y alrededor del mismo se identifican células con
taninos(t) y células parenquimaticas nucleadas(cp). El corte histologico es

similar a un corte radia)l de tallo.



Crecimiento anomalo en cultivos celulares de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

Tipo de
callo

*Hoja

*Raiz

Tallo

Apice

| I I l l i |
I I I l [ l l

3 6 - 9 12 15 18 21
Semanas de stbcultivo

Grifica 1. Representacion del crecimiento anomalo con relacion al tiempo de subcultivo y tipo de
callo originado.

e el callo se originé a partir de la semana doce.



Desarrollo del haz vascular en cultivos celulares de Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poiret

Tipo de
callo

Hoja

Raiz

I I I | I I -
I I | I l I |

3 6 9 12 15 18 21
Semanas de subcultivo

Grifica 2. El desarrollo del haz vascular y cambium anémalo se observo a partir de las primeras
semanas de cultivos (semana doce).




Desarrollo del haz vascular en cultivos celulares de Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poiret

Tipo de
callo

Tallo

Apice

I I I l l l l
! - ! ! ! ! .

3 6 9 12 15 18 21
Semanas de subcultivo

Grifica 3. En los callos obtenidos a partir de explantes de tallo se observo un desarrollo temprano
del tejido vascular y cambium anémalo. Los callos obtenidos a partir de explantes de apice se
diferenciaron porque la diferenciacion de haces vasculares se desarrollo en la semana doce.
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. Histoquimica de los cultivos celulares.

Las pruebas histoquimicas permitieron la evaluacion cualitativa que
complemento al estudio cromatografico de las saponinas, taninos, alcaloides,
lignina y almidén.

Dentro del grupo de las saponinas se han identificado los mimonosidos
A, By C, estos compuestos son los responsables de la proliferacion celular. El
grupo quimico de los alcaloides posee efectos sobre el Sistema Nervioso
Central y se le adjudica accién anestésica local, se ha identificado la N,N,
dimetiltriptamina (DMT). La lignina es un compuesto polifendlico que se
deposita durante el proceso de diferenciaciéon de las esclereidas, se
caracterizan por ser células muertas y su papel el de conduccién y sostén. La
prueba de floroglucina-HCL permitié identificar el tipo de callo que

presentaba mayor diferenciacion. Cabe recordar que uno de los objetivos fue

el de lograr un-callo con el minimo grado. de diferenciacién.:y constituido..

principalmente de células parenquimatosas. Ademas de este grupo de
compuestos se determind otro tipo de material ergastico como es el almidén y
taninos. De acuerdo a observaciones microscopicas, Camargo-Ricalde, (1996)
refiere que "la corteza presenta una gran abundancia de fibras, de cristales de

oxalato de calcio y abundante almidon".

Observaciones generales:
El andlisis histoquimico de saponinas, taninos y alcaloides indicé que la
acumulacion de estos compuestos se observo en dos formas:
1. A nivel celular, en las vacuolas, pared celular y

tricomas.
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2. En las secciones histoldgicas, el material ergastico se
localizd en las células parenquimaticas de la
periferia y en el parénquima del haz vascular.

En la plantula, los compuestos se identificaron principalmente en epidermis,

en las células parenquimaticas del haz vascular y en el parénquima de reserva.

i. Saponinas y taninos: se identificaron por una coloracion amarilla, en tanto
que, los taninos por una coloracidn café rojiza. La acumulacion se localizé

principalmente en la pared (taninos) y en las vacuolas (taninos y saponinas).

Observaciones especificas del callo-dpice: a partir de la semana 12, se
observo la depositacion de saponinas, la presencia de este material fue escasa
observandose en células aisladas o en grupos pequefios de células. La

presencia de taninos era importante.

Explante: A P I C E

Compuesto

bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.

Plantula 3 6 9 12 15 18 21

Saponinas ED: ':Ej ED:' ED:' ‘:D:‘ CD:' EDZI als

Taninos s
':|‘:|I:‘ Reaccidn positiva + Abundante depositacién ‘__IJ]: Escasa depositacion
de material ergastico de material ergastico
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Observaciones especificas del callo-tallo: la reaccion fue muy evidente
al agregar el acido sulfurico, se observd inmediatamente la coloraciéon. La
distribucion de células con contenido en taninos se observé principalmente las
células parenquimaticas del haz vascular y alrededor de las células que se
diferenciaban. Durante la semana 18 y 21, se caracterizo por un abundante
contenido de células que almacenaban taninos, siendo notable en la periferia

de las secciones y en el haz vascular.

Explante: T A L L O

Compuesto

bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.

Plantula | 3 12 15 18 21

A =l SRR T A A

T
N EFIECIEFIEEIE JE 30 3F

Ejljj Reaccidn positiva + Abundante depositacidn Escasa depositacion
de material ergistico B de material ergastico
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Observaciones especificas del callo-raiz: a partir de la semana 21 se

observo un gran contenido taninos, siendo menos evidente el contenido en

saponinas.

Explante: RA 1 Z
Compuesto
bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.

Plantula 12 15 18 21
B I I R AR
S N R T
eaccion positiva Abundante d itacion Escasa d itacién
‘:\r_b " on post + de matcrilal efgéosslit:o ':Il}: d: maler?agoesrééstico
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Observaciones especificas del callo-hoja: la presencia de material

ergastico (saponinas y taninos) fue escasa sobretodo en callos de mayor

tiempo de subcultivo.

Explante: HO J A

Compuesto
bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.
Plantula 12 15 18 21
Saponinas
AR
Taninos
RIS R

HJ: Reaccion positiva + Abundante depositacién
de material ergastico
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Figura 29. Serie de microfotografias que

muestran la distribucién de
saponinas(*) y taninos(#%) en los
diferentes explantes utilizados para los
cultivos vegetales.

la presencia de saponinas en el apice se
caracteriz6 por una coloracion
amarilla. Corte longitudinal-tangencial.

saponinas en el parénquima del tallo.
Corte longitudinal-tangencial.

C y D. sedistinguen tres formasde depositacion de los compuestos: saponinas localizadas en vacuolas
pequefias de forma circular y en las células adyacentes de los estomas (color amarillo); taninos
almacenados en vacuolas grandes (color café). Corte axial de la hoja.

E.- las sapononas sen encuentran distribuidas en las vacuolas de! parenquima fundamental. Corte

fongitudinal- tangencial.



) Hoja 125 saponinas
Apice 6s saponinas

Figura 30. La localizacion de los compuestos bicactivos en los cultivos celulares se caractetizo por
distribuirse en una forma particular, principalmente en la periferia del callo, vy en las células
parenquimatosas que rodean a los elementos de traqueales. A nivel celular se concentraban en la vacuola, en
el citoplasma (en forma de granulos) y en la pared celular,

A - el callo-apice de cuatro semanas de cultivo se identifico la presencia de saponinas(s) en la epidermis. Estd
caracteristica se observd en los callos de las primeras semanas de cuitivo gque ain conservarban ciertas
caracteisticar tisulares del explante, Callo-apice, 4 semanas de cultivo,

B .- distribucién de saponinas(s) y taninos(t) en la periferia de la muestra. Callo-tallo, 3 semanas de cultivo.

C.- depositacion de las saponinas(s) y taninos(t). en la vacuola, el citoplasma en forma de granulos y la pared
celular(s/t). Callo-apice, 6 semanas de cultivo.

D .- presencia de taninos(t) y saponinas(s). Callo-hoja, 12 semanas del cultivo.

ESTA TESIS NO SALE- )
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B .- acercamiento de la imagen anterior, en donde se distingue una depositacién en

vacuolas pequefias y redondas(taninos y saponinas) y otra en vacuolas grandes

Figura 31. Presencia de taninos y saponinas en los cultivos de callo-talio.
(taninos).

A.- taninos y saponinas localizados en la periferia de la muestra.
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ii.Alcaloides: se diferenciaron por su coloracién café oscuro.

Observaciones especificas del callo-apice: en general, la reaccidén fue muy

escasa, presentandose en células individuales del haz vascular.

En la plantula, la presencia de células con contenido en alcaloides fue

también muy escasa.

Explante:A P 1 C E

Compuesto
bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.
Plantula 3 6 9 12 15 18 21
Alcaloides

ab

Ll | | E e E

|{I|:| Reaccidn positiva

+ Abundante depositacion ':G:' Escasa depositacion
de material ergastico de material ergéstico
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Observaciones especificas del callo-tallo: Unicamente a partir de la

semana 21 se observo abundante material distribuido en toda la muestra.

También se observaron tricomas con reaccion positiva.

Explante: T A LL O

Compuesto

bioactivo

T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.

Plantula 3

6

9

12

15

18

21

Alcaloides

o

S

| <

ot

4

4

4

Ell___llj Reaccidn positiva

+

Abundante depositacion
de material ergéstico
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Observaciones especificas del callo-raiz: en el periodo comprendido
entre la semana 18 y 21 de subcultivo se identificé un solo grupo de células
tefiidas en café oscuro; distribuidas al exterior de la muestra.

En la plantula, el material ergastico se localizd en la epidermis y a nivel

celular en la vacuola.

Explante: RA 1Z
Compuesto
bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.
Plantula 12 15 18 21
Alcaloides ‘{:] Y [Dj E[:] ED:I
gaccidn positiva Abund depositacion Escasa depositacion
’:Dj Renecion post + de mat:nritael ergastitctf :[Ilz ds matcri:floesr;astico
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Observaciones especificas del callo-hoja: la reaccion fue evidente a partir de

la semana 18.

Explante: HO J A

Compuesto
bioactivo T IEMPO DE SUBCULTIVO: semana No.
Plantula 12 15 18 21
Alcaloides

s

P |

5

s

|£|:||:| Reaccion positiva

e

Abundante depositacion
de matenial ergastico
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Figura 32. La distribucién de los alcaloides en la plantula de M. tenuiffora se localizd
principalmente en la epidermis y en las células parenquimaticas que rodean los
elementos traqueales. La reaccion se caracterizo por un color café-rojizo( —). Corte
longitudinal-tangencial.



Figura 33. Identificacion de
alcaloides en los cultivos de de
células vegetales: callo-tallo, 3 y 6
semanas de cultivo (3 y 6s); callo-
raiz, 12s y «callo-hoja, 12s. La
reaccidn  histoquimica para la
identificacién de alcaloides presento
dos coloraciones: café oscuro{a*) y
café —rojizo(a).
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iil. Lignina

S¢ observaron elementos traqueales en secciones longitudinales y
transversales. Se identificaron mas elementos traqueales en los cultivos de
raiz, distribuidos en toda la muestra. La prueba de lignina permitio diferenciar
el desarrollo del tejido vascular durante los diferentes periodos de subcultivo.
Fue muy evidente el desarrollo temprano de haces vasculares en los callos
provenientes de los explantes de: raiz, tallo y hoja. Durante las primeras
semanas de subcultivo (3-6 semanas) se observd una formacion importante del
tejido vascular. En las observaciones subsecuentes el desarrollo de este tejido
aumento.

En el callo-apice, fue a partir de la semana 12 de subcultivo en donde se
inicio6 el desarrollo de haces vasculares, localizados principalmente en la zona
central de las secciones. Sin embargo, en algunas muestras correspondientes a
las primeras semanas de subcultivo. que ain no se habian desdiferenciado ..
totalmente se observaron restos de tejido vascular, correspondiente a

fragmentos del explante.

iv. Almiddn.
La presencia de amiloplastos fue muy abundante en todas las muestras
sobre todo en las muestras que tenian mayor tiempo de subcultivo (semana

21).
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d. Deteccion de N,N,-dimetiltriptamina.

En los diferentes ejemplares de callo se confirmo la presencia de N,N,-
dimetiltriptamina, solamente en los callos producidos a partir de raiz y tallo,
sin embargo, en los callo de 4pice y hoja no se detecté este compuesto. El
tiempo de retencion del extracto de referencia (5-metoxi-Nb, Nb,-
dimetiltriptamina) fue de 17.61, para raiz 15.67 y tallo 19.50. Se comparé los
espectros de luz ultravioleta de la referencia con cada una de las muestras de
los diferentes callos y unicamente el callo-raiz y callo-tallo muestran similitud
con la referencia. Finalmente, se realizdo la cuantificacion aproximada
obteniéndose 0.85g de compuesto para la raiz y 0.80g para el tallo.

La DMT, es un compuesto quimico producido por el reino vegetal y no es
producida por los mamiferos, esta caracteristica facilitara su utilidad como
marcador para su identificacion en la sangre y en la.orina. Es decir, serd
utilizado como marcador de los trasplantes de células vegetales en mamiferos
y de esta manera se corroborard su presencia en el torrente sanguineo y en la

orina.
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Figura 34, Serie de microfotografias que muestran
la presencia de almidon (al) en los diferentes
cultivos celulares.

A - callo-raiz, 12 semanas de cultivo.
B.- callo-tallo, 3 semanas de cultivo.

C.- callo-hoja, 12 semanas de cultivo.
D.- callo-apice 3 semanas de cultivo.

E.- callo-apice 3 semanas de cultivo. Acercamiento
de la imagen D, presencia de almidon en el
citoplasma de la célula.
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V. Conclusiones.

Los callos presentaron diferentes caracteristicas morfoldgicas (textura y
color) segin el explante utilizado para los cuitivos celulares.

Las caracteristicas morfologicas y anatémicas estuvieron relacionadas de
acuerdo al tipo de explante donador y a la etapa de desarrollo del callo.

De acuerdo a las observaciones microscopicas, los diferentes callos
obtenidos fueron anatdmicamente heterogéneos. Es decir, estaban
constituidos por células parenquimaticas polimorfas, células de
almacenamiento, células meristematicas y por un tejido de conduccién.
Los callos obtenidos a partir de los diferentes explantes desarrollaron tejido
vascular. Sin embargo, la diferencia radico en el grado de diferenciacién y
en el tiempo de subcultivo en el que se observo. Es decir, algunos
completaron tardiamente la formacion de haces vasculares mientras que
otros lo hicieron desde las primeras tres semanas de subcultivo.-

Los callos producidos a partir de los explantes de tallo, raiz y hoja
formaron su tejido vascular a partir de la semana seis de subcultivo. Estos
mismos cultivos se caracterizaron por desarrollar crecimiento secundario y
crecimiento anémalo.

Los explantes de hoja y raiz presentaron pocas ventajas para lograr su
desdiferenciacion principalmente porque es un material que se oxida muy
facilmente.

El apice fue el explante mas adecuado para la produccion de callo ya que
es una porcion del vegetal que estd en crecimiento activo, esta
caracteristica facilité la obtencion de una callo con un menor grado de

diferenciacion y friable.

50




Rivera Arce E.

El callo de apice se caracterizé por su composicién mayoritaria de células
parenquimatosas. Sin embargo después de la semana 15 se observo el
inicio de la diferenciacién de tejido vascular,

El tiempo Optimo para obtener el callo a partir de explantes de dpice para
su utilizacién en los sistemas de liberacion fue entre la semana nueve y
doce de subcultivo.

El callo obtenido a partir de explantes de tallo sé desdiferencio de una
forma lenta y debido a la gran concentracion de taninos que lo caracterizé
el material presento algunas areas oxidadas.

Los compuestos ergasticos mas abundantes fueron el almidon y los taninos.
La presencia de amiloplastos aumento en los callos que correspondian a la
semana 21 de subcultivo.

La presencia de taninos se observo a partir de las primeras tres semanas de
cultivo y la acumulacion de estos compuestos aumentaba en relacion con el
tiempo.

De acuerdo a las observaciones microscopicas, las células que contenian
taninos, saponinas y alcaloides se distribuian de dos formas muy tipicas: 1)
en la periferia de las secciones y 2) en el tejido vascular.

Los callos obtenidos en la ultima semana de subcultivo a partir de
explantes de tallo y raiz estaban constituidos por abundantes células que
contenian taninos.

Los estudios de cromatografia por HPLC indicaron una mayor

concentracion de la DMT en el callo obtenido a partir de explantes de tallo.
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VII.L Anexos.

FAST GREEN
Solucion A. Solucion saturada de fast green en etanol absoluto ------- 1 parte

Metilcelosolve en igual cantidad de alcohol absoluto ---- 1 parte

Solucion B. Etanol absoluto —-—==-=-emmemmeem e 25 partes

Aceite de clavo --------- e 75 partes

Se mezcld la solucion B con la solucion A.

SAFRANINA
Safranina O -------==-mmmem e lg
Metilcelosolve ---------mmmmeee -50cc
Etanol del 96 % ----- e -—-25¢c
Agua destilada -------r----—smme e 25 cc
Acetato de s0d10 ------=--mmmmmmmm e lg
Formol comercial -----=--==mmmmmmm e 2¢cc

Se disolvio la safranina en el metilcelosolve, posteriormente se agregd

alcohol, agua, acetato y formol.

FAA

Para preparar un litro de la solucién se utilizé:
Formaldehido --------==~s=mmmmmmme e 100ml
Acido acético glacial -- -—- e 50ml
Alcohol etilico 96° e 500ml
Agua comlin =~ mmeemmemmememe e 350ml

97




MEDIO KNOP
Nitrato de potasio
Nitrato de calcio

Sulfato manganoso

Fosfato de potasio monobasico

SOLUCION ORGANICA

Solucion stock:
Myoinosistol
Tiamina
Piridoxina

Ac. Nicotinico

SOLUCION INORGANICA

Solucién stock
Nitrato de amonio
Acido Boérico
Cloruro de calcio
Cloruro de cobalto
Sulfato ctprico
Sulfato ferroso
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Yoduro de potasio
Nitrato de potasio

Fosfato de potasio

0.125g/1
0.500g/1
0.125g/1
0.125g/1

mg/1
100mg/1
50mg/1
50mg/1
10mg/1

16500
63
4400
0.25
0.25
278
3700
169
8.3
19000
1700

98

Rivera Arce E.




Sal sédica de etilen dinitril

tetracetato 373
Molibdato de sodio 2.5
Sulfato de zinc 26

MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE AND SKOOG

Solucioén inorganica 100ml/1
Solucién organica 10ml/1
Sacarosa 30g/1
2,4-D 2mg/l 2ml/1
Cinetina 2ml/1
Agar 7g/1
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Espectro de referencia de la N,N-
dimetiltriptamina.

Tiempo de retencion : 17.612
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