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I RESUMEN

El cultivo de tejidos vegetales, conocido también como cultivo in vitro proporciona una
fuente alternativa para obtener células, tejidos, érganos y plantas completas en grandes
cantidades y con las caracteristicas deseadas, de acuerdo al interés que se persiga para
con la especie vegetal. El cultivo in vitro proporciona la capacidad de controlar condiciones
que pueden intervenir en la produccion de los metabolitos secundarios, que se han usado
como fuente alternativa de farmacos en el tratamiento de diversas enfermedades. La
especie Tanacetum parthenium ha sido investigada por la produccién de compuestos con
actividad contra cancer y otras enfermedades degenerativas. El cultivo in vitro de esta
planta se ha logrado obtener, particularmente el cultivo de callo se ha realizado para
promover la produccién de metabolitos secundarios, donde se han investigado las
condiciones de cultivo con el fin de obtener concentraciones significativas de los
metabolitos secundarios. Sin embargo, la produccidn de los metabolitos secundarios que
se ha obtenido es muy baja, de ahi la necesidad de continuar investigando para hacer
eficiente esta produccién. En el presente trabajo se desarrollaron plantulas a partir de
explantes nodales, mismas que fueron tratadas con los reguladores de crecimiento
vegetal (RCV) cinetina (KIN) 0.5 mg/L y acido a-naftalenacético (ANA) (0.05mg/L). Las
respuestas obtenidas del tratamiento fueron observadas en varios intervalos durante 30
dias. Los resultados mostraron que los RCV incrementaron el nimero de brotes y hojas
inducidos, asi como la longitud de las plantulas, encontrdndose el mayor efecto a partir
del dia 24 de incubacién (13+2.34 brotes inducidos, 109420.71 hojas inducidas y una

longitud de la plantula de 7.5+1.35 cm) comparado con el control (4£0.76 brotes, 60+10



hojas y longitud de plantula de 4+0.72 cm). Se detectd y cuantificd en las hojas, tallos y
raices de T. parthenium de plantulas tratadas con los RCV al acido clorogénico, acido
cafeico y acido salicilico a los dias 21, 24, 27 y 30 de incubacidén. La mayor produccién de
acido clorogénico y acido cafeico ocurrié al dia 21 para los tres érganos (2.5, 1.9y 1.2 mg
de acido clorogénico/g, y 0.78, 0.27 y 0.49 mg de acido cafeico/g para hojas, tallos y
raices, respectivamente), mientras que para acido salicilico en hojas se determiné al dia 30

(2.9 mg de acido salicilico/g) y en raiz al dia 21 (0.3 mg/g).



II.  INTRODUCCION

El cancer es un serio problema de salud publica a nivel mundial debido a que se considera
como una de las principales causas de muerte. Datos recientes reportan al cdncer como la
tercera causa de muerte en el pais (Meneses-Garcia y col., 2012; Ferlay y col., 2010). Esta
enfermedad se caracteriza por un crecimiento fuera de control de las células y la invasion
a tejidos (metastasis), provocando una pérdida en la organizacion y funcidon de células,
tejidos y dérganos. Muchos tipos de cancer son tratados con métodos convencionales
como la cirugia (Pecorino, 2012), radiacién y quimioterapia; estos ultimos son procesos
que pueden ser altamente téxicos con un margen de eficacia ya que no son selectivos
entre células tumorales y normales (Kelley, 2012), ademads que durante la metdstasis las
células pueden desarrollar resistencia a estos tratamientos, factores que contribuyen de
manera significativa a la letalidad de la enfermedad (Pei y col., 2012; Tibes y col., 2005).
Ante los problemas que presentan los tratamientos contra el cancer, existe la necesidad
de desarrollar farmacos naturales. Los productos vegetales son una de las fuentes de
interés para el desarrollo de farmacos contra cdncer; debido a que es uno de los
principales tépicos en investigacion y que estdn tomando gran importancia la combinacion
de tratamientos convencionales con compuestos citotoxicos de plantas (Pei y col., 2012;
Tibes y col., 2005; Hemalswarya y Doble, 2006; Waterhouse y col., 2006; Gottesman,
2002). Diversos compuestos derivados de plantas, conocidos como metabolitos
secundarios, han mostrado efectos significativos en tumorogénesis, células tumorales in
vitro, tumores en animales experimentales in vivo, interaccién con drogas anticancer y

proteccion de tejidos normales contra efectos adversos de terapias anticancer (Korkina y



Kostyuk, 2012). Entre dichos compuestos se encuentran los terpenoides tipo lactonas,
metabolitos secundarios que han mostrado una gran variedad de actividades bioldgicas
incluyendo la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antiulcera, antiviral y anticancer
(Woods y col., 2013). Otro tipo de metabolitos secundarios producido por plantas que se
ha determinado pueden contribuir de manera significativa a la terapia contra el cancer,
son los compuestos fendlicos ya que contribuyen a la actividad antioxidante (Diaz y col.,
2012). Diversas investigaciones revelan que el estrés oxidativo es un proceso que se lleva
a cabo a nivel celular bajo la ocurrencia de una enfermedad, incluyendo al cancer, siendo
en muchas ocasiones la maquinaria antioxidante intrinseca de las células incapaz de
neutralizar dicho estrés; por lo que la adquisicion de moléculas poseedoras de actividad

antioxidante es deseable (Vermerris y Nicholson, 2006).

El contenido de metabolitos secundarios en plantas puede presentar fluctuaciones pues
su sintesis esta asociada a procesos fisiolodgicos y condiciones de estrés bidtico y abidtico
(Cinege y col., 2009; Tholl y col., 2006; Vermerris y Nicholson, 2006) ya que esta regulada
espacial y temporalmente, ocurriendo en células, érganos y tejidos especificos (Verpoorte
y col., 2002). El cultivo in vitro de células, tejidos y érganos vegetales permite producir
metabolitos secundarios bioactivos (Benson, 2000) de manera continua y controlada por
lo que esta tecnologia puede contribuir de manera significativa al desarrollo de farmacos
con aplicaciones en el tratamiento de cancer. Una especie de interés por la actividad
biolégica del contenido de productos naturales (metabolitos secundarios) es T.
parthenium (L.) Sch. Bip. (Rzedowski y col., 2005; USDA, 2014), una especie empleada en

la medicina tradicional la cual produce compuestos tipo fendlicos y terpenoides (Wu y



col., 2006) las cuales tienen multiples propiedades farmacoldgicas (Pareek y col., 2011). El
cultivo in vitro de T. parthenium puede generar conocimientos significativos sobre la
caracterizacion en términos de crecimiento asi como produccién de metabolitos

secundarios bioactivos.

lll.  ANTECEDENTES

1. Cancery estadisticas

1.1. Estadisticas mundiales

En el 2012, las enfermedades no transmisibles, entre las cuales se encuentra el cancer,
causaron mas de 68% de las muertes en el mundo, lo que representa un aumento en
comparacion con el 60% registrado en el afio 2000 (OMS, 2013). El cancer se considera
como una de las principales enfermedades causante de numerosas muertes en todo el
mundo (Steward y Kleihues, 2003; OMS, 2013). Aproximadamente 10 millones de
personas son diagnosticadas con cancer anualmente y mas de 6 millones mueren cada
afio; para el aio 2012 mas de 22 millones de personas fueron pacientes de cancer (Bray y
col., 2012). La aproximacion de la poblaciéon, en todo el mundo, que estard afectada por
cancer para el aiio 2030 es de 23.6 millones y 13.2 millones de muertes. El cancer afecta a
todas las comunidades, sin embargo la carga mayor en la incidencia estd asociada al estilo
de vida (Bray y col., 2012) de paises econémicamente en desarrollo (Karimian y col., 2014)

los cuales presentan patrones similares de incidencia de cancer, tal es el caso de aquellos



paises asociados a América del Norte, Europa del Norte, Europa Occidental y Oceania

(Australia y Nueva Zelanda) (Steward y Kleihues, 2003).

Los costos para el tratamiento de cancer son muy altos en todo el mundo. Un ejemplo
claro lo menciona La Sociedad Americana de Cancer (The American Cancer Society)
quienes hacen un reporte para el 2010 del total de costo de medicamento para los
Estados Unidos de América de $102.8 billones, un 9% mas que al afio anterior. El costo
total, incluyendo la pérdida de productividad debido a morbilidad y mortalidad es de
150% mas que el costo de tratamientos. Aunque los pacientes puede vivir por mucho
tiempo, ya sea curdndose o en remision prolongada, la carga de atencién sigue subiendo

(Kelley, 2012; Karimian y col., 2014).

1.2. Estadisticas en México

En México, la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC) describe al cancer como la
tercera causa de muerte (Meneses-Garcia y col., 2012; Ferlay y col., 2010) y se estima que
cada afno se detectan 128 mil nuevos casos (Secretaria de Prevencion y Promocion de la
Salud [SSPS], 2013). En 2012 del total de defunciones, 13% se debieron a algun tumor
(SSPS, 2013). Registros de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer,
(International Agency for Research on Cancer, IARC) hacen una estimacion de la poblacién
en México de casos de cancer y cifras de casos que han llevado a la muerte, asi como las
estimaciones por esta causa (Tabla 1y Tabla 2). Ademads, los costos para el tratamiento de
cancer son muy altos, esto debido a la fase en la cual se encuentra el paciente. Por

ejemplo, el IMSS reportd un costo estimado de $110 459 por paciente de cancer de pecho



en mujeres en un afio; solo su deteccion y tratamiento para 16 346 pacientes represento

en 2002 poco mas de 1 805.5 millones de pesos (Knaul y col., 2009).

Tabla 1. Casos sobre cancer en México reportados para el afio 2012 (IARC, 2014).

México Masculino Femenino Ambos sexos

Poblacion (miles) 57288 58858 116146

Numero de nuevos | o g 82.4 148.0

casos (miles)

Riesgo de adquirir

cancer después de | 12.8 14.0 13.4

los 75 afios (%)

Cinco anos de

prevalencia,  en |, .g 5 220.1 358.4

poblacién adulta

(miles)

Canceres mas | Préstata Pecho Pecho

frecuentes Pulmén Cérvicouterino Prdéstata
Colorrectal Colorrectal Cérvicouterino
Estomago Estdmago Colorrectal
Leucemia Higado Pulmén

Tabla 2. Casos de mortalidad por cancer en México en el afio 2012 (IARC, 2014)

Hombres Mujeres
Mortalidad (por
Mortalidad (por Tino de C4 . 100082:)
Tipo de cancer cada 100,000 Ipo de Lancer ca a.
habitantes) habitantes)
Leucemia 2,280 Cuerpo uterino 550
RifioN 1,304 Leucemias 1,984
cerebro,.5|stema 1258 Ovarios 2,105
nervioso
Limfoma no Hodgkin 1,380 Colorrectal 2,166
Higado 2,919 Pulmodn 2,663
Estomago 3,368 Estomago 2,913




Colonorectal 2,528 Higado 3,149
Pulmon 4,945 Cervicouterino 4,769
Préstata 6,367 Pecho 5,680

Otros 12,323 Otros e inespecificos 14,074

2. Definicion, tipos y causas

El cadncer se caracteriza por el crecimiento desorganizado y no regularizado de células, asi
como su invasién y propagacién a otra parte del cuerpo (metastasis), resultado de la
mutacion en los genes asociados con el ciclo celular y la apoptosis. Se cree que el inicio del
cancer es causado frecuentemente por algunas formas de agentes genotodxicas tales como
la radiacion o un quimico carcinégeno aunque las células en este estado alterado a nivel
DNA permanecen fenotipicamente normales. Estudios realizados permiten concluir que
este proceso es consecuencia de la acumulacién de multiples mutaciones genéticas en el
DNA, heredadas y/o adquiridas, en genes que bajo condiciones normales participan en los
procesos de proliferacion, diferenciacidon y muerte celular (genes conocidos como PROTO-
ONCOGENES, que una vez mutados reciben el nombre de ONCOGENES), asi como el
control de la integridad del genoma. Por ello se propone que el cancer es una enfermedad
genética, y la acumulacién de mutaciones es la razéon mas importante para su ocurrencia

(Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000; Macdonald y col., 2004).

Se han definido caracteristicas de muchos tipos de cancer como lo menciona Pecorio
(2012), pero no de todos, como la adquisicion de la capacidad de sefalizacion auténoma

de crecimiento, evasién de muerte celular, potencial de replicacién ilimitada, angiogénesis
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(formacion de vasos sanguineos nuevos) y la invasién a otro tipo de tejidos son esenciales
para carcinogénesis. El cancer se define en funcidon del tejido de origen como: a)
Carcinoma, tumores de células epiteliales que recubren drganos, glandulas o estructuras
corporales; b) Sarcoma, originado de tejidos conectivos que sostienen al cuerpo; c)
Leucemia, no presenta tumoracion sino que nace de la médula ésea; d) Linfoma, se refiere

a células del sistema linfatico (Gonzalez, 2007).

Entre los factores que juegan un rol importante en el desarrollo de cdncer se encuentran
la dieta, exposiciones ocupacionales, infecciones y habitos sexuales (Pecorino, 2012; Diaz-
Rubio y Garcia-Conde, 2000). Agentes exdgenos fisicos y quimicos, naturales o sintéticos,
causan muchos tipos de dafios al DNA y son factor de riesgo para el desarrollo de la

enfermedad (Kelley, 2012).

2.1. Ciclo celular y cancer

El ciclo celular involucra una serie de eventos donde el resultado es la duplicacion del DNA
y la divisién celular. La replicacién celular es su proceso que estd altamente regulado, pues
esto ayuda a garantizar una exacta y completa transferencia de material genético. Las
claves que contribuyen a esta regulacién son los puntos control (Checkpoints) (Figura 1).
Estos puntos pueden prevenir la progresiéon del ciclo celular, la segregacion del
cromosoma dafiado, prevenir generacion de lesiones secundarias, modificacion de la
transcripcion, potenciar la accion de reparacién y modular niveles de reparacién de
proteinas. Los puntos de control son intrinsecos para la integridad del ciclo celular y

respuesta al dafo de DNA (Kelley, 2012). En células normales este proceso esta



cuidadosamente controlado pero no en tumores celulares. Cambios en el DNA asi como
en la estructura de los cromosomas son comunes en la mayoria de los cadnceres. La
evidencia sugiere que en la mayoria de los casos, los cdnceres surgen de una sola célula
que ha adquirido algunas formas heredables de ventaja de crecimiento (Macdonald y col.,
2004). Un tumor benigno no es evidencia de céncer, no se propaga por el cuerpo, en

cambio un tumor maligno si lo hace, invade y realiza metastasis (Pecorino, 2012).

CHECKPOINT G2 CHECKPOINT EN MITOSIS
; Esta todo el DNA replicado? ¢Los cromosomas estan anclados
; : : _correctamente al huso mitético?
¢El DNA dafiado esta reparado?
’ Cromosomas duplicados se
’Entra a mitosis | separan

M

G, CONTROLADOR

Entra a fase S
;,El.amb'i'ente es favorable?

CHECKPONT G

Figura 1. Puntos control (Checkpoints) intrinsecos asociados a la integridad del ciclo
celular (Tomado de Alberts y col., 2010).
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2.2. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso activo de muerte natural
programada de células para el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis de tejidos
(Wyrebska y col., 2013; Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000; Lanore y Delprat, 2004) por una
serie de eventos genéticamente controlados que da como resultado la eliminacién de
células no deseadas. La supresién de la apoptosis conduce a crecimientos anormales.
Presenta caracteristicas, como el encogimiento celular, condensacién nuclear,
fragmentacion cromosoma de DNA, formacidon de cuerpos apoptoéticos y pérdida de la
organizacién posicional de organulos en el citoplasma (Wyrebska y col., 2013). La
apoptosis juega un importante rol en la generacion de tumores (tumorigénesis). Una de
sus funciones es eliminar las células en las que se ha producido dafio en el DNA que no ha
sido reparado. Sin embargo, en el cancer la apoptosis generalmente se encuentra

alterada, promoviendo la tumorigénesis (Macdonald y col., 2004)

2.3. Metastasis

Una caracteristica que poseen las células cancerigenas es la capacidad de invadir a otros
tejidos, a éste proceso se le denomina metdstasis (Pecorino, 2012). La metdastasis es un
proceso de multiples pasos que incluye proliferacidon celular, degradacion proteolitica de
la matriz extracelular, migracion celular a través de la membrana basal para encontrar el
sistema circulatorio, y la remigracién y crecimiento de tumores a nuevos y diversos tipos

de tejidos (Cheng y Xie, 2011).
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2.4. Radicales libres y estrés oxidativo

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electrén no apareado por lo cual
se les considera como fragmentos de moléculas que son en general muy reactivos. Ellos se
producen continuamente cuando las células usan oxigeno para generar energia; los
radicales libres son creados principalmente como consecuencia de la produccién del ATP
por la mitocondria ya sea como subproductos del metabolismo o por algln proceso, por
ejemplo la fagocitosis (Cheeseman y Slater, 1993). Estos productos son generalmente
especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS por sus siglas en inglés) que
son resultados de procesos celulares redox (Pham-Huy y col., 2008). Otras fuentes de
radicales libres a nivel celular son: los peroxisomas, los neutrdfilos polimorfonucleares
(PMNnN) activados, la enzima xantina oxidasa. Las ROS son importantes en la regulacion de
las sefales de transduccion, expresion de genes y activacidon de receptores (Diaz y col.,
2012). Sin embargo, cuando hay produccidn en exceso, los radicales libres al ser oxidantes
generan un fendmeno llamado estrés oxidativo (Wang y col., 2014). Un exceso de
radicales libres es téxico para casi todas las moléculas bioldgicas en la célula viva y puede
causar dafio oxidativo para macromoléculas funcionales tales como el DNA, proteinas y
lipidos de la membrana si no son eliminados rdpidamente, dafios que pueden ser
irreversibles (Diaz y col., 2012). Las modificaciones sobre el aparato genético propician
mutaciones a los genes, conllevando la pérdida de la expresién o la sintesis incorrecta de
proteinas (Gonzalez, y col., 2001). Se ha relacionado al estrés oxidativo con el desarrollo
de padecimientos crénicos degenerativos tales como el cancer, artritis, diabetes,

envejecimiento, arterosclerosis, desordenes autoinmunes, cardiovasculares, inflamatorias
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y enfermedades neurodegenerativas (Wang y col., 2014; Pham-Huy y col., 2008; Dakah y

col., 2014).

3. Tratamientos convencionales contra cancer

3.1. Cirugia y quimioterapia

Los métodos convencionales empleados para curar el cancer pueden comprender el
método de cirugia que es empleado para remover el tumor y parte del tejido que lo rodea.
En algunos casos solamente se puede extirpar la mayor parte de un sarcoma con el
objetivo de disminuir la masa tumoral como primera estrategia de curacion aplicdndose a
tipos de canceres relativamente fdaciles, pero imposibles en otros, debido a que este
procedimiento no es a nivel celular (Pecorino, 2012), por tal motivo se han empleado
técnicas como la quimioterapia para el tratamiento de muchos padecimientos de este tipo

como complemento de la cirugia (Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000).

La quimioterapia puede definirse como el tratamiento del cdncer con compuestos
“quimicos” con propiedades antitumorales administrados por via oral, intravenosa,
inyectados en una cavidad corporal, en un musculo, o en el liquido espinal. Los
mecanismos de accién de los farmacos quimioterapéuticos son muy variados, seguin su
modo de accion y su objetivo a nivel celular (Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000). Los
agentes pueden clasificarse de dos maneras por sus efectos en el ciclo celular y por su
mecanismo bioquimico de accién. Algunos farmacos pueden afectar fases especificas del

ciclo celular (especifico de fase), mientras que otros actian sin tener en cuenta el ciclo
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celular (inespecificos de fase) (Rodak, 2004). La quimioterapia es la principal forma de
tratamiento de la enfermedad maligna diseminada y tiene un papel muy importante en
determinados tumores clinicamente localizados (Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000;
Rodack, 2004). El objetivo de las quimioterapias es prevenir la proliferacién celular
(efectos citostaticos) y matar células cancerigenas (efectos citotoxicos). El modo de accién
de muchos agentes anti-cancer es causar dafio al DNA (Kelley, 2012). La quimioterapia
citotoxica, su finalidad es causar dafio severo al DNA para asi activar la apoptosis de
células cancerigenas que presentan rapida divisién (Pecorino, 2012). La quimioterapia
continda siendo el tratamiento de eleccidn para cancer en estado de metastasis avanzada

(Chengy Xie, 2011).

3.1.1. Desventajas de la quimioterapia

Los efectos secundarios de las quimioterapias son muy severos debido a que los agentes
guimioterapéuticos son inespecificos, esto es, afectan tanto a las células normales como a
las neoplasicas. El efecto es mas pronunciado en las células con divisién rapida como las
de la mucosa del tracto gastrointestinal (Gl) y de la médula ésea. Esto limita el rango
terapéutico y por lo general determina la dosis maxima tolerada por un paciente (Rodak,
2004; Pecorio, 2012). Las nduseas y vomito inducidos por la quimioterapia son sintomas
muy frecuentes, aunque habitualmente autolimitados, suponiendo un problema
importante en el deterioro de la calidad de vida y la dificultad de cumplimiento del plan
terapéutico preestablecido (Mendoza, 2008). Otros efectos secundarios son la alopecia,

ulceras, anemia (Pecorino, 2012).
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La quimioterapia presenta problemas graves contra el cancer, el efecto de las dosis y la
guimioresistencia. Se estudian varios genes resistentes a drogas, los cuales permiten a las
células cancerosas protegerse contra varios agentes quimioterapéuticos (Kelley, 2012).
Asi, en general, la eficacia de la quimioterapia es frecuentemente obstaculizada por la
resistencia a farmacos (Cheng y Xie, 2011). Los cientificos intentan encontrar un farmaco
para aplicacion de quimioterapia especifica que pueda erradicar un tipo particular de

cancer (Kelley, 2012).

3.2. Radioterapia

La radiacién, especialmente los rayos X, se utiliza con mayor frecuencia para tratamiento
de cancer en procesos malignos, para matar las células mediante produccidon de iones
inestables que danan el DNA y en consecuencia puede causar la destruccién instantanea o
diferida. La terapia de radiacién es frecuentemente usada para el tratar estados
tempranos y regiones inoperables de cancer (Sun vy col, 2007). El sistema
hematopoyético, el tracto gastro-intestinal y la piel son afectados con mayor frecuencia
durante la radioterapia. Los efectos tdxicos por lo general son reversibles cuando se
suspende la radiacion, y pueden aparecer durante el tratamiento o mucho después

(Rodak, 2004; Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000).

Asimismo, puede tratarse al cancer en un esquema de tratamiento adyuvante con el
objetivo hacer eficiente el procedimiento, asi como erradicar posibles micrometdstasis
gue no pueden controlarse y que posteriormente pueden convertirse en metdstasis. Dicho

tratamiento consiste en la combinacién entre los tratamientos convencionales
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(quimioterapia, radiacion o cirugia) (Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000). La combinaciones
de tratamientos han sido y se estdn probando en intentos para superar la resistencia a

tratamientos convencionales (Kelley, 2012).

4. Tratamientos alternativos contra el cancer

4.1. La terapia bioldgica

La terapia bioldgica es un tratamiento contra el cancer con compuestos conocidos como
“antitumorales” cuyo efecto debe lograr modificar los mecanismos de defensa del
huésped para su estimulacién y, en menor proporcidén causar citotoxicidad directa. Para
ello, se emplean los Interferones (IFN), reguladores de diferenciacion y aumentan la
expresion de una amplia variedad de antigenos de superficie. Las Interleucinas 2 (IL-2)
tienen un papel fundamental en la regulacion de la respuesta inmune, estimula la
actividad y proliferacién de linfocitos T, B y Macrofagos, células asesinas naturales (NK) y
de células asesinas activadas por linquinas (células LAK) que poseen actividad tumoral,
liberacion de y-IFN que es inhibidor de angiogénesis, activa macréfagos, estimula las NK e
induce la produccidon de anticuerpos por los linfocitos B (Diaz-Rubio y Garcia-Conde,

2000).

4.2 Desarrollo de nuevos tratamientos

El desarrollo de nuevos tratamientos en humanos puede progresar con ensayos clinicos.
La mayoria de fallas en las terapias convencionales es la falta de selectividad de células

tumorales contra células normales. En consecuencia, el tratamiento que se busca es el
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como matar las células cancerigenas sin causar dafio a células normales (Kelley, 2012).
Existe la necesidad de aprender acerca de las diferencias entre células normales y
transformadas a nivel molecular para la identificacién de objetivos moleculares especificos
de céncer (Pecorino, 2012). Indirectamente, se determiné empiricamente que el cancer es
mas heterogéneo, y los genes gobiernan una gran cantidad de funciones que contribuyen
colectivamente a la transformacién carcinogénica, ademas de que las células cancerigenas
incorporan numerosos mecanismos de reparaciéon de danfos del DNA que impiden la
eficacia a la quimioterapéutica (Kelley, 2012). Investigaciones recientes pretenden hallar
un gen individual que pueda corresponder a un tipo particular de cancer, con el objetivo
de silenciar la funcién del gen tumorigeno o restaurar la pérdida de la funcionalidad
genética (Kelley, 2012). Existe la necesidad de identificar nuevos agentes activos,
particularmente para el tratamiento de pacientes que no responden adecuadamente a
tratamientos convencionales (Cheng y Xie, 2011). La situacién acerca del costo de la
terapia para el cancer por quimicos y farmacos sintéticos es muy alta y permanece sin
hallarse un farmaco para el tratamiento eficaz de muchos tipos de canceres (Karimian y

col., 2014).

4.3. Compuestos bioactivos obtenidos de plantas

La necesidad para el desarrollo de fdrmacos naturales ha ido en aumento. Los efectos de
frutas y vegetales en la prevencidn y reduccidn en riesgo de cancer son muy conocidos por
lo que las plantas representan una de las fuentes cruciales de fdrmacos contra cancer. La

contribucién de productos naturales para terapias contra cancer es mas evidente
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considerando que estos han sido involucrados en el desarrollo de aproximadamente el
75% de agentes anticancer entre 1981 y 2010. De éste modo, el aislamiento y
caracterizacidon de productos naturales con actividad anticancer es un aspecto importante
a considerar en la busqueda de compuestos bioactivos con potencial contra el cancer

(Karimian y col., 2014).

4.3.1. Metabolitos secundarios de plantas

Un gran niumero de compuestos bioactivos obtenidos de plantas se han identificado como
metabolitos secundarios, es decir aquellos compuestos bioactivos complejos de bajo peso
molecular, que juegan roles en la interaccion de la planta con el ambiente. La produccién
de estos compuestos es frecuentemente baja y depende del estado fisiolégico y de
desarrollo de la planta. Acorde a la ruta de biosintesis se pueden identificar los tipos:
fenilpropaniodes (también conocidos como compuestos fendlicos), alcaloides vy
terpenoides. Se ha determinado que un grupo importante de potencial actividad contra el
cancer son los terpenoides, particularmente las lactonas sesquiterpénicas, asi como los
fenilpropanoides, también conocidos como compuestos fendlicos (Oksman-Caldentey e

Inze, 2004).

4.3.1.1. Lactonas sesquiterpénicas

Se ha observado que algunos compuestos derivados de plantas pueden sensibilizar a las
células cancerigenas a la apoptosis. Tal es el caso de las lactonas sesquiterpénicas, las

cuales constituyen un grupo de metabolitos secundarios tipo terpenoides C15
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consistiendo de tres unidades isopreno con un anillo lactonico, que presentan los
componentes activos de muchas plantas medicinales de la familia Asteraceae. Estos
compuestos se obtienen a partir de hojas y flores de las plantas (Dupuy y col., 2008; Bone
y Mills, 2013). Se ha determinado que estos tipos de compuestos presentan una actividad

bioldgica significativa capaz de contrarrestar el cancer.

4.3.1.1.1. Partenolida

La Partenolida (PT) es un sesquiterpeno tipo lactona, es el mayor constituyente de
matricaria, Tanacetum parthenium (L.), y varios miembros de la familia Asteraceae y
Magnoliaceae (Fischer y col., 1991). La partenolida (PT) (Figura 2) contiene un anillo a-
metileno-y-lactona y un epdxido, donde interactua facilmente con sitios nucleofilicos en
moléculas bioldgicas (Hee y col., 2012). La PT ayuda a prevenir un excesivo aglutinamiento
de plaquetas (Castafieda-Acosta y col., 1995). Permite la inhibicion de liberacién de ciertas
sustancias quimicas, incluyendo la serotonina y algunos mediadores inflamatorios

(Makheja y Baley, 1982).

Parthenolide

= cr=fiiathylens

epoxidea 0

Figura 2. Estructura quimica de Partenolida (Tomado de Ghantous y col., 2013).
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La PT ha sido reportada como compuesto poseedor de propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y anticancer, este ultimo asociado a la induccién de apoptosis (Figura 3)
(Czyz y col., 2010; Cheng y Xie, 2011; Hee y col., 2012). La actividad biolégica contra el
cancer se probod en lineas celulares cancerigenas de pecho y en lineas celulares humanas
de osteosarcoma y melanoma, encontrandose que la PT provocé citotoxicidad induciendo
la muerte celular (apoptosis) (D’Anneo y col., 2013; Wyrebska y Szymanski, 2013); inhibio
la habilidad de las células madre de leucemia a responder al estrés oxidativo e hizo a las
células susceptibles a la muerte mientras que células madre normales permanecieron
relativamente sin dafios ante la PT (Pei y col., 2012); inhibié selectivamente, a través de
modulacién epigenética, el crecimiento de queratinocitos neopldsicos con escaso efecto
sobre aquellas del tipo normal (Ghantous y col.,, 2012); mostré6 un efecto
radiosensibilizador en células de cancer de prdstata (Sun y col.,, 2007); mostré efectos
significativos sobre la activacién de genes implicados en la respuesta antioxidante
(Fischedick y col., 2012); mostré efecto protector contra cancer de piel inducido por luz
UV (Yen-Kim y col., 2004). También, ha tenido efectos antiproliferativos y pro-apoptéticos
(Karimian y col., 2014; Hee y col., 2012) contra una variedad de tumores en estudios in
vitro y en modelos animales. Hee y col. (2012) demostraron el efecto apoptdtico de PT en
células RI-T y células hepaticas estrelladas (HSC) de rata. En células cancerigenas humanas
la PT activd una serie de respuestas que incluyeron la aparicion de estrés oxidativo,
agotamiento de tiol intracelular, estrés en el reticulo endoplasmatico, activaciéon de
caspasa y disfuncion mitocondrial (Zhang vy col., 2004). PT Inhibe el factor nuclear kappa

(NF-kPB) el cual regula la transcripcion antiapoptética, lo que conlleva a la estimulacién de
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las vias apoptoticas intrinsecas quienes involucran elevados niveles de especies reactivas a
oxigeno intracelulares (ROS) y modificaciones de proteinas de la familia Bcl-2. Asimismo,
se ha demostrado que la PT inhibe la incorporacion de timidina dentro del DNA y entonces
la actividad antitumoral puede ocurrir en el nivel de replicacion del DNA (Knight, 1995).
Inhibe la union de factores de transcripcion como STAT-3 (el transductor de sefal y
activador de la transcripcion) al DNA, reduce la actividad de proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAP quinasa) y promueve la generacidn de oxigeno reactivo (Cheng y Xie,
2011). Se sugiere que el incremento en el estrés oxidativo esta involucrado en la apoptosis

inducida por PT en HSCs (Hee y col., 2012).

La PT fue uno de los primeros compuestos que mostraron toxicidad contra cancer de
células madre solo o en combinacién con vinorelbina (Czyz y col., 2010). La PT ha sido
combinada con triéxido arsénico o lactasina en células leucémicas, y con sulindaco en
carcinoma pancreatica, donde se ha demostrado que promueve la supresiéon
del crecimiento y apoptosis y reduce metastasis en combinacién con docetaxel (Czyz y

col., 2010).
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TRANSCRIPTION

Figura 3. Mecanismo de induccién de la apoptosis mediado por partenolida producida por
Tanacetum parthenium. (Tomado de Pajgk y col., 2008).

4.3.1.2. Compuestos fendlicos y actividad antioxidante

La dieta de fendlicos ha captado una atencién en incremento en los recientes anos debido
a sus conocidas propiedades antioxidantes. En general, los fenilpropanoides (mejor
conocidos como compuestos fendlicos) contienen en su estructura quimica un ndmero
variable de grupos hidroxilo lo que les confiere excelentes propiedades de quelacién de
metales y metales de transicidn, asi como una gran capacidad antioxidante. La actividad
antioxidante se refiere a la capacidad de captar radicales libres (hidroxilo y superdxido),
via inactivacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros radicales libres (Wu y col.,

2006; Hee y col., 2012). Los fendlicos de las plantas contribuyen a la actividad antioxidante
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(Diaz y col., 2012), promoviendo efectos benéficos a la salud. El consumo de cantidad
suficiente de antioxidantes ha sido recomendada para prevenir o disminuir el estrés
oxidativo inducido por radicales libres (Wang y col., 2014). Los fendlicos actuan como
antioxidantes exdgenos que son eliminadores de radicales libres, utiles para prevenir y
reparar los dafios causados por ROS, ademds pueden aumentar las defensas del sistema
inmune y disminuir el riesgo de cancer y enfermedades degenerativas (Pham-Huy y col.,
2008). Compuestos antioxidantes de plantas pueden minimizar la generacidn de radicales
libres y aliviar enfermedades causadas por estrés oxidativo, entre las cuales se encuentra
el cancer. Hierbas selectas pueden ser una fuente rica en antioxidantes y compuestos
depuradores de radicales libres. Los niveles de compuestos fendlicos y flavonoides han
sido correlacionados con actividades antioxidantes y antiinflamatorias de extractos

herbaceos de especies de uso medicinal (Diaz y col., 2012).

5. Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

Las plantas medicinales juegan un importante rol en el tratamiento de enfermedades,
pues representan un suplemento de materia vegetal que contiene metabolitos
secundarios bioactivos. Sin embargo, debido a su inherente funcién en la planta, la calidad
del material vegetal, asociada al contenido de compuestos bioactivos puede ser
fluctuante. Por lo tanto, los laboratorios de todo el mundo estdn intentando producir
metabolitos secundarios por cultivo de tejidos de plantas como una alternativa a las

aplicaciones comerciales (Dakah y col., 2014).
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El cultivo de tejidos es ahora una tecnologia bien establecida. Inicialmente, el cultivo de
tejidos vegetales fue explotado como una herramienta de investigacién y enfocado en
intentos para cultivar y estudiar el desarrollo de pequefios, segmentos aislados de tejidos
de plantas o células aisladas. Muchos laboratorios comerciales fueron establecidos
alrededor del mundo para capitalizar en el potencial de micropropagacién para la
produccién en masa de plantas clonales para la industria de la horticultura. Hoy en dia la
aplicaciéon de cultivo de tejidos vegetales abarca mucho mas que propagaciones clonales y
micropropagacion, abarcando la embriogénesis somatica, hibridacion somatica,
eliminaciéon de virus, uso de bioreactores para la propagacién en masa, y cultivos de

células y érganos para la produccion de metabolitos secundarios (Akin-Idowu y col., 2009).

El cultivo de tejidos vegetales, también llamado cultivo in vitro, es una practica usada para
propagar células, tejidos, érganos o plantas bajo condiciones estériles o en ambientes
controlados (Dieter, 1991). En este proceso, las condiciones de crecimiento incluyen la
temperatura, luz, medio de cultivo adicionado de nutrientes, reguladores de crecimiento
vegetal, entre otros. El CTV cuenta con un factor que muchas células de plantas tienen y
es la habilidad de generar nuevas células hasta plantas completas (totipotencia) (Dieter,
1991). Simples células, células de plantas sin pared celular (protoplasto), piezas de hojas, o
raices pueden frecuentemente ser usados para iniciar cultivos in vitro empleando medios
de cultivo que aportan los requerimientos necesarios de nutrientes y reguladores de
crecimiento vegetal (también conocidos como hormonas de crecimiento vegetales o
fitohormonas) (Vidyasagar, 2006). El cultivo de tejidos de plantas superiores en medios

estériles provee métodos para el estudio de vias biosintéticas y el control de mecanismos
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sin complicaciones presentadas en plantas intactas, o bien para el desarrollo de cultivos
encaminados a la produccion de metabolitos secundarios de interés farmacéutico y otros
tipos de compuestos quimicos (Dieter, 1991).

5.1. Factores que determinan el establecimiento de cultivo de tejidos
vegetales

5.1.1 Medio de cultivo

Los medios de cultivo son generalmente compuestos de sales inorganicas adicionadas con
un poco de nutrientes organicos, vitaminas y hormonas de plantas. El éxito de cultivo de
tejidos involucra la optimizacién de los componentes claves del medio: a) compuestos
inorgdnicos: macronutrientes (Ca,K, Mg, N, P, S); micronutrientes (B, Co, Cu, Fe, |, Mo, Mn,
Zn); b) compuestos organicos: vitaminas como tiamina (vitamina B1), piridoxina (vitamina
B6), acido nicotinico (vitamina B3), mioinositol, aminoacidos (glicina y prolina), fuente de
carbono (sacarosa, glucosa y fructosa), reguladores de crecimiento vegetal o fitohormonas
(auxinas, citocininas, acido giberelico, acido abscisico), agente gelificante (agar, agarosa,
gelrite, phytagel, alginato). Otros factores aditivos son el carbén activado, poliaminas,
antioxidantes, jasmonatos, salicilatos, oligosacaridos. La composicién del medio,
particularmente de reguladores de crecimiento vegetal y fuentes de nitrégeno tiene
profundo efecto en la morfologia del tejido que crece del explante inicial. El exceso de
auxina puede resultar en la proliferacién de raices, mientras que el exceso de citocininas
puede producir brotes (Akin-ldowu y col., 2009). Un balance de auxinas y citocininas

frecuentemente producen un crecimiento desorganizado de células, o callo, pero la
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morfologia del crecimiento externo puede depender de especies y fuente de explantes de

la planta también como de la composicién del medio.

La sacarosa es usualmente adicionada al medio de cultivo como una fuente de carbono
que propicia el crecimiento de manera heterotréfica. Sin embargo, para algunas especies,
glucosa es el sustrato preferido. La optimizacion de sacarosa, junto con otros
macronutrientes clave tales como el nitrégeno pueden tener un profundo efecto en la
capacidad de diferenciar células para la proliferacion in vitro. Niveles superiores al 6ptimo
de sacarosa también tienen efecto negativo asociado con la hiperhidricidad. El re-emplazo
de sacarosa por glucosa como una fuente de carbono aumenta el crecimiento de algunas

especies (Banthorpe vy col., 1986).

La adicion de antioxidantes puede ser implementada (Benson, 2000) cuando se observan
un rapido pardecimiento o ennegrecimiento de los tejidos que puede dar lugar a necrosis
de los tejidos y en los casos mas extremos, la muerte del explante. La oxidacién de
explantes en cultivos iniciales es una causa frecuente de recalcitrancia temprana in vitro
en tejidos que tienen un contenido alto en fendlicos. Ademas, el cultivo de tejidos
involucra estrés por los cortes, causando cambios fisioldgicos en la planta (Ledn y col.,
2001) que pueden afectar el éxito del establecimiento de cultivos in vitro. También, es
probable que los componentes especificos de los medios de cultivo (iones metales)

puedan aumentar la oxidacion de fenoles.

Muchos estudios han aplicado el uso de eleccidn de condiciones de cultivo para maximizar

el crecimiento; pero estos pueden no ser buenas elecciones para favorecer la produccién
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de metabolitos secundarios. Este Ultimo puede ser estimulado cuando la divisién celular
es lenta o ha cesado, y metabolitos y cofactores estén disponibles para procesos

alternativos para metabolismo primario (Banthorpe vy col., 1986).

5.1.2. Explantes

El tejido obtenido de una planta para cultivo es llamado explante. Varios factores
relacionados con el explante influyen en el establecimiento de cultivos in vitro (Benson,
2000). El factor significante en el cultivo incluye diferencias en el estado de las células en
el ciclo celular, la disponibilidad o la capacidad para transportar reguladores de
crecimiento enddgenos y capacidades metabdlicas de las células. Los explantes mas
comunes son los meristemos, la punta del tallo, los brotes axilares y las puntas de las
raices; estos tejidos tienen altos tasas de divisién celular, ademds tendrdn mejor respuesta
a los reguladores de crecimiento vegetal para producir el tipo de cultivo a obtener asi
como su crecimiento ya que éstos tienen la capacidad de producir substancias reguladores
de crecimiento incluyendo las auxinas y las citocininas. Estos tejidos representan zonas
meristematicas y tejidos jovenes en general. (Akin-ldowu y col., 2009). La eleccién de
material de explante también determina el riesgo de contaminacién microbiana. Las
diferencias especificas en el potencial de regeneracién a érganos asocian los estados de la

célula en el ciclo celular (Akin-ldowu y col., 2009; Benson, 2000).
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5.1.3. Otros factores

El pH del medio puede influir en los patrones de crecimiento y estabilidad de cultivos.
Usualmente se ajustan el pH del medio de cultivo a valores acidos (rango de pH 5-6)
puesto que permite la biodisponibilidad de los nutrientes que componen al medio de
cultivo. Factores fisicos como tamafio del recipiente de cultivo y aireacion, calidad de luz,
duracion del fotoperiodo y temperatura también tienen influencia sobre el cultivo
(Benson, 2000). Por ejemplo, cultivos de callo y cultivos en suspensién puede crecer en
diferentes pH, aunque el pH de la mayoria es ajustado a un rango de 5.0-6.0, permitiendo

un mejor crecimiento a un pH de 5.8 (Banthorpe y Wirzt-Justice, 1972).

6. Tanacetum parthenium

6.1. Descripcion

Tanacetum parthenium (L) Sch. Bip. (Sindnimos, Matricaria parthenium L.,
Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh.) es una planta herbdcea perenne, muy aromatica
al estrujarse, hasta de 80 cm de alto, pubérula en los tallos mdas joévenes, hojas e
involucros; tallos mas o menos ramificados, erectos; hojas bipinatifidas, de contorno
eliptico, hasta de 8 cm de largo; con + 50 bracteas, las exteriores lineales, las interiores
oblongas, hasta de 4 mm de largo; receptdculo convexo o hemisférico; las flores liguladas
10 a 21 (algunas formas cultivadas se observa mas), sus corolas blancas, las ldminas
oblongas de 2.5 a 8 mm de largo; con + 250 flores de disco, sus corolas amarillas,

tubulosas de + 1.5 mm de largo; la forma de aquenios es cilindricos, de £1.5 mm de largo,
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provistos de 5 a 10 costillas, glabros, vilano en forma de corona diminuta (Knight, 1995;
ZiQi y col., 1999; Rzedowski y col., 2005) (Figura 4). Se le conoce como “Hierba de Santa
Maria”, “Santa Maria”. Es nativa de Europa y Asia y fue naturalizando en Africa, Australia,

Europa, Norte Americana, y América del Sur (USDA, 2014). Crece a una Altitud de 2250-

2550m (Rzedowski y col., 2005). Su taxonomia comprende:

Tribu: Anthemideae

Subtribu: Anthemidinae

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Las plantas del género Tanacetum L., consisten de alrededor de 160 especies y es el tercer
género de la compositae-Anthemideae seguida de las especies del género Artemisia L.
(522spp) y Anthemis L. (175spp) (Sonboli y Oberprieler, 2012; Brow y col., 1996);
comprende especies herbaceas perennes o anuales y algunos subfrutescentes, con
frecuencia aromaticas al estrujarse (Rzedowski y col., y col., 2005). A través de estudios
previos, el compuesto activo de especies del género Tanacetum (e.g. T. polycephalum, T.
gracile y T. parthenium) ha mostrado ser citotéxico contra varios tipos de céncer
(Karimian y col., 2014). Dicho compuesto, es un sesquiterpeno tipo lactona denominado
partenolida (PT) (Cheng y Xie, 2011). La partenolida es acumulada a través en glandulas
bilobuladas encontradas en la superficie de las partes aéreas (Brow y col., 1996), y es el

mayor constituyente del total de sesquiterpenos de T. parthenium (L.).
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Figura 4. Planta de Tanacetum parthenium.

6.2. Usos

La “Santa Maria” ha sido reconocida desde tiempos antiguos por las propiedades
medicinales benéficas, y utilizada también como ornamental (Rzedowski y col., 2005;
Knight, 1995). Esta planta crece comunmente en los jardines y ha sido usada como
remedio para el tratamiento de varias enfermedades incluyendo artritis, fiebre y migrafia
(Barsby y Salan, 1992). Otros de los sintomas que alivia son la soriasis, dolor de dientes o
muelas, picadura de insectos, reumatismo, asma, dolor de estdmago, problemas
menstruales, para limpiar el higado, ulceras bucales, irritacion de la piel, dolor abdominal,
indigestién, problemas urinarios, antiespasmédica, tdnica, contra el vémito, la diarrea y la
inflamacién, conocida como aspirina medieval (Castafieda-Acosta y col.,, 1995; Knight,

1995).
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6.3. Metabolitos secundarios producidos en T. parthenium

T. parthenium contiene compuestos tipo fendlicos y terpenoides. Al primer grupo
pertenecen los flavonoides como la luteina y apigenina; la apigenina se reporta con
actividad significativa en la inhibicion de tumorogénesis en piel de ratéon y la luteina ha
mostrado fuerte inhibicién en el crecimiento de MCF-7 (William y col., 1999; Wu vy col.,
2006). Las hojas y flores contienen algunos flavonoides lipofilicos tales como la
guercetagetin 3,4-di-metil éter, 6-hidroxicaemferol 3,6-dimetil-eter, y 6-hidroxicanferol
3,6,4 -trimetil éter (santin). Santin se reporta con actividad antiinflamatoria (William vy
col., 1999). La composicion exacta fendlica de los compuestos es crucial para la evaluacién
de sus propiedades fisicoquimicas, valores nutricionales, aplicaciéon potencial, estudios

epidemioldgicos y clinicos elaborando su efecto potencial de salud (Wangy col., 2014).

Compuestos acidos de fendlicos (acidos 3-5-, 4-5- y 3-4-di-O-cafeoilquinico; DCQAs) se han
purificado de T. parthenium. En la parte aérea se ha determinado (g/kg de materia seca) al
acido clorogénico 6.45 g/Kg (de hojas), 3-5-DCQA (30.08 g/Kg), 4-5-DCQA (5.61 g/Kg),
derivados totales de cafeol (42.14 g/Kg), derivados totales de acido dihidroxicinamico
(57.21 g/Kg), flavonoides totales (13.97 g/Kg), y total de compuestos polifenolicos (81.12

g/Kg) (Fraisse y col., 2011; Lim, 2014).

Las partes aéreas de T. parthenium también contienen una rica mezcla de terpenoides
tipo mono y sesquiterpeno (a-metilenbutirolactonas) (los mas abundantes monoterpenos)
tales como el germacrano D, B-farneseno y alcanfor. El B-farmeseno vy el

biciclogermacrano también estdn presentes en las raices de la planta (Makheja y Baley,
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1982). Los principios activos biolégicos mas importantes son los sesquieterpenos tipo
lactona, particularmente la partenolida, principal constituyente en una proporcién de
85% del contenido total de sesquiterpenos (Pareek y col.,, 2011). Existe una amplia
variacion en las concentraciones de partenolida en las diferentes partes de la planta. El
mayor contenido de partenolida ha sido encontrado en cabezas de flores (1.38%), seguido
de las hojas (0.95%) y con solo 0.08% en los tallos y 0.01% en las raices (Heptistall y col.,
1992). Se cree que la partenolida se acumula en glandulas bilobuladas en la superficie
aérea de la planta. Se sabe que la partenolida varia marcadamente en plantas que crecen
en diferentes habitats geograficos, ademas de que estd asociada con el estado de
desarrollo de la planta. Se muestra que flores maduras y semillas en invernadero tienen
altas concentraciones de partenolida. Es posible que el alto nivel de partenolida en las
hojas apicales comparadas a las maduras se deba a la presencia de un gran nimero de
tricomas (Brow y col., 1996). Por otro lado, en extracciones convencionales se determind
al metanol como aquel solvente que extrajo la mayor cantidad de partenolida (Makheja y
Baley, 1982). Ademas, se ha observado que la liofilizacion y el secado natural no influyen

en el rendimiento de la extraccion de partenolida (Hendricks y col., 1997).

6.4. Cultivo in vitro y produccion de partenolida

Los reportes sobre cultivos in vitro de Tanacetum parthenium, comprenden la produccién
de partenolida en cultivos de brotes, raices transformadas, callo y células en suspension,
siendo en términos generales la produccién de dicho metabolito significativamente mayor

en brotes (especificamente en hojas apicales) (Brown y col., 1996; El-Shamy y col., 2007;
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Kisiel y Stojakowska, 1997; Keskitalo y col., 1995; Rateb vy col., 2007;). Existen reportes
sobre cultivo in vitro de T. parthenium, principalmente enfocados a la produccion de
partenolida. En cultivo de callo no fue detectada la partenolida, produciendo solamente
un precursor (Brown y col., 1996). En cultivos de células en suspension no se detectd
acumulada a la partenolida. El cultivo de explantes para 90 dias en medio libre de
reguladores (MS0) desarrollo retofios a partir de brotes axilares, incrementando su peso
(Brow y col.,, 1996). Cultivos de callo de T. parthenium produjeron una cantidad
significativa de dos coumarinas, escopoletina e isoflaxina junto con estigmasterol y
sitosterol (Banthorpe y Brown 1986). La regeneracidon de plantas, via organogénesis, a
partir de explantes de hojas jovenes de Matricaria, permitioé a las plantas regeneradas la

capacidad de producir partenolida (Brow y col., 1996).

Por otra parte la suplementacion del medio de cultivo con sacarosa en concentraciones
de 50-60 g/L, promovié el crecimiento del brote y la acumulacién de partenolida en las
hojas en una concentracién mdaxima de 2.64 + 0.08 % peso seco (Brow y col., 1999). Se ha
reportado que en toda la planta, el exceso de carbono estd dirigido a la biosintesis de
carbono basado al metabolismo secundario (Brow y col., 1996). Por otra parte ElI-Shamy y
col. (2007) probd el efecto de fuentes de carbono sobre la produccién de partendlida en
cultivos de callo, y al suplementar el medio de cultivo MS con glucosa a concentracién de
con 50g/L se determind una concentracion de 0.127mg/g (0.013%) no encontrandose
diferencias significativas al usar fructuosa (50g/L). Ademas en el uso de reguladores de
crecimiento ANA 0.5 mg/L y bencilaminopurina (BAP) 0.5mg/L produjo una acumulacion

considerable de partenolida (0.099 y 0.074 mg/g, respectivamente). Altas concentraciones
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de ANA y BAP (1 o 2mg/L) incrementaron la formacién de callos, proponiendo los autores
gue una baja concentracién de RCV a mitad de concentracién de medio MS puede

incrementar la produccion de partenolida.

Sin embargo, no existen reportes de cultivos in vitro de Tanacetum parthenium referentes
a caracterizaciéon tanto del crecimiento como de la producciéon de compuestos bioactivos
como partenolida y compuestos fendlicos. En el presente proyecto de tesis se indujeron
brotes mediante la adicién de RCV en plantulas de T. parthenium, caracterizdndose el
crecimiento y la produccién de metabolitos secundarios como el acido caféico, acido p-
coumarico, acido clorogénico, acido salicilico, quercitina y partenolida, asociados al

potencial de esta especie como fuente de compuestos bioactivos contra el cancer.

V. OBJETIVOS

General:

- Establecer cultivos in vitro de Tanacetum parthenium para caracterizar el

crecimiento y la produccion de metabolitos secundarios.

Especificos:

- Establecer cultivos asépticos de explantes nodales inmaduros de
Tanacetum parthenium vy, a partir de sus yemas axilares, desarrollar brotes
empleando medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento vegetal

(RCV)
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- Individualizar los brotes desarrollados de Tanacetum parthenium para la
obtencién de plantulas a través de su transferencia a medio de cultivo

adicionado de acido a-naftalenacético (ANA) 0.05 mg/L

- Evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) acido
naftalenacético (ANA) 0.05 mg/L y cinetina (KIN) 0.5 mg/L sobre la

multiplicacidn de brotes en plantulas de Tanacetum parthenium

- Cuantificar, durante 30 dias, en 4 intervalos, el contenido de metabolitos
secundarios como: Partenolida, acido caféico, acido p-coumarico, acido
clorogénico, 4acido salicilico y quercetina, en plantulas de Tanacetum

parthenium tratadas con RCV

VI. HIPOTESIS

La aplicacion de reguladores de crecimiento (ANA 0.05 mg/L y KIN 0.5 mg/L) promovera la
induccion in vitro de brotes en plantulas de Tanacetum parthenium productoras de

metabolitos secundarios bioactivos.

VIl. METODOLOGIA

1. Material bioldgico

Plantas de un tamafo aproximado de 15 cm altura de Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip.
(Numero de registro 78435, Herbario de la Universidad Auténoma Metropolita, Unidad

Iztapalapa) fueron cultivadas en condiciones de invernadero. Tallos de aproximadamente
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8 c¢cm (conteniendo los segmentos apicales y cerca de 5 a 7 nodos) fueron fuente de

explantes para el establecimiento de cultivos asépticos.

2. Medio de cultivo y condiciones de incubacion

El medio de cultivo consistié de la formulacion descrita por Murashige y Skoog (MS, 1962)
al 50% de su composicion, adicionada de glucosa 40g/L. El medio de cultivo fue adicionado
de 4cido naftalenacético (ANA) 0.5 mg/L (equivalente a 2.6M) para promover rizogénesis
en yemas axilares elongadas y asi obtener plantulas, mientras que cinetina (KIN) 0.5 mg/L
(equivalente a 2.3uM) en combinacion con ANA 0.05 mg/L (equivalente a 0.26uM) fueron
adicionadas al medio de cultivo para inducir brotes en plantulas. Una vez adicionados
todos los componentes del medio de cultivo, se ajustd el pH a valores de 5.7-5.8 con
soluciones NaOH o HCI 1.0N. Las condiciones de incubacién para los cultivos consistieron

de un fotoperiodo de 16 h luz (50 pmol m?s™?; luz fluorescente blanca) a 26 + 2 °C.

3. Cultivos asépticos

Las hojas de los tallos fueron removidas, y dicho tallo fue desinfestado superficialmente
en inmersiones secuenciales en: 1) solucién jabonosa durante 15 min (se enjuagd con
agua destilada); 2) solucién de Etanol al 70% (v/v) por 30 seg; 3) cloro comercial al 20%
(equivalente al 1.2% de hipoclorito de sodio) por 15 y 30 min; 4) enjuague en 4
repeticiones con agua destilada estéril en condiciones asépticas; 5) solucion antioxidante
estéril (acido ascérbico 150 mg/L) por 5 min. Los nodos fueron segmentados a partir de los

tallos desinfestados en caja Petri, conteniendo solucidon antioxidante, para luego ser
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inoculados en posicidn vertical en tubos de ensaye conteniendo 15 ml de medio de cultivo
previamente preparado. Los nodos fueron incubados durante 30 dias para la elongacién
de yemas axilares que, posteriormente, fueron transferidos a nueva formulacion de medio
de cultivo para promover rizogénesis, incubandose por 30 dias. Las plantulas resultantes

fueron transferidas a medio de cultivo nuevo para la induccién de brotes.

4. Multiplicacion de brotes

Las plantulas fueron transferidas a medio de cultivo adicionado de ANA 0.05 mg/L en
combinacion de KIN 0.5 mg/L. Un tratamiento control fue evaluado en plantulas crecidas
en medio de cultivo sin reguladores de crecimiento vegetal. Las plantulas fueron
incubadas durante 30 dias, efectudndose de 4 a 7 tomas de muestras a lo largo de dicho
periodo de incubacion, donde se determiné la formacién de nuevos brotes y hojas asi
como la longitud del tallo principal. Los drganos fueron separados y secados en un cuarto
obscuro, seco y a temperatura ambiente. Determinaciones de peso seco fueron llevadas a

cabo para cada drgano cosechado.

5. Extraccidon y analisis cuantitativo de metabolitos secundarios

El analisis fitoquimico de metabolitos secundarios consistié en extraer la biomasa seca con
Metanol (MeOH) (50ml MeOH por cada 200 mg de biomasa seca) en reflujo durante 30
min. Los extractos resultantes fueron empleados para determinar acido caféico, acido p-
coumarico, acido clorogénico, acido salicilico, quercitina y partenolida en equipo de

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (High Performance Liquid Chromatography,
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HPLC) Agilent serie 1100 equipado con bomba cuaternaria (DAD, G1315B, Alltech Co.USA)
y una columna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um; supelco, sigma). Cada extracto se filtrd
(membranas de nylon de 0.45um) previo a la inyeccion en equipo HPLC. Se utilizé como
fase mavil una solucion de acido acético al 0.3% (fase A), Acetonitrilo (fase B) y Agua (C);
el volumen de inyeccion fue de 20ul, flujo de 0.7 ml/min y el detector fue operado a la
longitud de onda de 214, 330 y 350 nm. El acido rosmarinico fue empleado como estandar

interno. El método utilizado para el analisis fue el siguiente:

Tabla 3. Metodologia empleada para la cuantificacion de metabolitos secundarios en
gradiente para HPLC

Tiempo % A %B %C
(min)

0 100 0 0
12 75 25 0
30 65 35 0
32 60 35 0
35 0 40 60
40 0 55 45
45 0 100 0

Se emplearon estandares de cada uno de los compuestos para construir curvas patrén
(40-200 microgramos/mL) (Sigma-Aldrich, USA: Partenolida, acido caféico, acido p-
coumdrico, acido clorogénico, acido salicilico y quercetina). El tiempo de retencién y el
area del pico fueron datos empleados para detectar, identificar y cuantificar los

compuestos de interés en los extractos.

38



6. Analisis estadistico

Cada unidad experimental consistié de tres repeticiones, cuyos resultados fueron sujetos
a un andlisis estadistico consistiendo de un andlisis de varianza (ANOVA), seguido de la
prueba de Tukey de comparacion entre medias al 5% del nivel de probabilidad. Para tales

fines, se uso el software estadistico NCSS versién 5 (WireframeGraphics, Kaysville, UT).

VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Establecimiento de cultivos asépticos.

La técnica del cultivo in vitro o cultivo de tejidos vegetales permite manipular las
condiciones nutricionales y ambientales para que a través de explantes de vegetales se
promueva el desarrollo de diferentes tipos de cultivos y aplicaciones. Una etapa crucial
para ello, es el establecimiento de cultivos asépticos pues se trata de eliminar
microorganismos presentes en los explantes que influyen en su desarrollo por
competencia de recursos. Por lo anterior, existe la necesidad de eliminar estos factores a
través del establecimiento de condiciones asépticas de los cultivos (Olivera-Ortega y col.,

2000).

Para el establecimiento de cultivos asépticos de explantes nodales de T. parthenium se
evalud la eficiencia de cloro comercial al 20% (v/v) (equivalente a 1.2% v/v hipoclorito de
sodio) ademads de diferentes tiempos de exposicién (15 y 30 minutos). La concentracién
del 20% de cloro comercial permitio el crecimiento de microorganismo en un 20% de los

explantes evaluados, no existiendo diferencia significativa en los tiempos de exposicidn
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probados. Banthorpe y Brow (1990) realizaron tratamiento aséptico con 1% de hipoclorito
de calcio (Ca(OCl);) por 15-25 min sobre explantes de hoja de T. parthenium con el
objetivo de obtener cultivos de callo. Los brotes apicales de Tanacetum parthenium
fueron desinfestados superficialmente con cloro comercial a un 8.0% por 30 min (Brow y
col.,, 1996) para el establecimiento y mantenimiento de cultivos de brotes. En otros
reportes, para el establecimiento de cultivo in vitro de tejidos vegetales de T. parthenium
hacen uso de semillas para la obtencion de explantes, como lo realizado por Rateb y col.
(2007), Banthorpe y col., (1986) y Lai-king y Brown., (1999), aunque Unicamente estos
ultimos autores mencionan que la desinfestacién de la semilla se hizo con hipoclorito de
calcio 2% por 10 min. En otras especies pertenecientes al género Tanacetum como T.
vulgare L., Keskitalo y col. (1995) hacen uso de hipoclorito de calcio 7.0% por 20 min en
brotes apicales y axilares para su desinfestacion. En Tanacetum balsamita se realizé una
limpieza superficial de los tejidos con hipoclorito de sodio 2.5% (Mohajjel y col., 2010). Sin
embargo, en los trabajos previamente mencionados sobre Tanacetum sp. no se reporta
una evaluacidn de la concentracidon y tiempo de exposicidon del agente desinfectante,
debido posiblemente a una realizacién previa y Unicamente describen la concentracién
gue resulto mas eficiente. Trabajos para algunas especies de la misma familia a la cual
pertenece T. parthenium evallan la concentracidn y tiempo de exposicion de los
explantes, mientras que otros solo describen un tratamiento. Hailu y col. (2013) realizaron
el tratamiento de desinfestacion en explantes nodales de Artemisia annua, donde se
probdé combinaciones de concentraciones de 0.5-2% con un tiempo de exposicion de 10-

25 min, determinandose el mejor resultado con 1.5% de NaOCI por 20 min. Almaarriy Yu
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xie (2010) reportan el uso de 20% de cloro comercial (equivalente a 1.05% de NaOCI) por
15 min para la desinfestacién de brotes apicales y explantes nodales de Artemisia annua.
Evaluar hipoclorito de sodio y tiempo de inmersidn asi como variaciones de los mismos
permite conocer su efecto sobre la eliminacién de microorganismo y la sobrevivencia de

explantes.

Por otro lado, durante el subcultivo de explantes de T. parthenium que no presentaron
contaminacién se obtuvo un porcentaje del 60% viable debido a que el resto presentd
cambios fenotipicos por obscurecimiento en regiones de segmentacidon (Figura 5)
provocando la muerte del explante. Se considera a la manipulacién de los explantes como
la generacién de heridas por corte de material vegetal un estrés, causando cambios
fisioldgicos en la planta, que pueden propiciar necrosis de los tejidos (Olivera-Ortega y
col., 2000; Ledn y col., 2001). La oxidacién de explantes en cultivos iniciales es una causa
frecuente de recalcitrancia temprana in vitro en tejidos que pueden contener altas
concentraciones de compuestos fendlicos. También es probable que los componentes
especificos de los medios de cultivo de tejidos (iones metales) puedan aumentar la
oxidacion de fenoles. Los sintomas incluyen el rapido pardecimiento o ennegrecimiento
de los tejidos afectados y esto puede dar lugar a necrosis de los tejidos y en los casos mas
extremos, la muerte del explante. La necrosis de tejido también puede asociarse al
tratamiento con cloro (hipoclorito de sodio), debido a que el ingrediente quimico oxidante
puede matar al tejido al incrementar la concentracién y el tiempo de exposicién (Borges y
col., 2009; Hailu y col., 2013; Sanchez y Salaverria 2004). El uso de antioxidantes puede

implementarse para evitar oxidacion del explante (Benson 2000). Durante el
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establecimiento de cultivos asépticos de T. parthenium el uso de acido ascérbico como

antioxidante no controlé por completo la oxidacion en los explantes.

Los explantes de T. parthenium que permanecieron viables después del subcultivo fueron
incubados para propiciar la elongacion de las yemas axilares. Posteriormente se
transfirieron a nuevo medio de cultivo para la induccién de raices, de los cuales solo el
66% respondieron al estimulo de RCV de generacion de raices. El 34 % de los explantes de
T. parthenium que no fueron capaces de responder al estimulo de RCV para formar raiz se
debid posiblemente a la recalcitrancia, es decir la incapacidad de las células, tejidos y
organos para responder a la manipulacion del CTV (Benson, 2000). La familia Asteraceae
ha sido reportada como recalcitrante (Keskitalo y col., 1995), a la cual pertenece la especie

T. parthenium.

Figura 5. Caracteristicas fenotipicas de explantes nodales de Tanacetum parthenium
observadas después de tratamiento para establecer cultivos asépticos.

2. Induccion de brotes, hojas y crecimiento en plantulas in vitro de T.
parthenium

El uso de RCV ANA y KIN a una concentracién de 0.05 mg/I (0.26uM) y 0.5mg/| (2.3uM),

respectivamente, incrementd en plantulas de Tanacetum parthenium el nimero de
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brotes, longitud de las plantas y el nimero de hojas comparado con el control (libre de
RCV) (Figura 6). El mayor desarrollo de brotes ocurrié a partir del dia 24 al 30, mostrando
diferencia significativa al compararse con el control. El nimero de brotes inducidos por
plantula tratada con los RCV fue de 11-13 (longitud en promedio de 1.5 a 2 cm) contra 4
inducidos en el control (Figura 7). Brow y col. (1996) en explantes de tallo de T.
parthenium crecidos en medio de cultivo libre de reguladores reportan la induccién de un
brote por explante. Rateb y col. (2007) en diversos explantes de T. parthenium determinan
un efecto de los RCV sobre el tipo de respuesta inducida; una produccién de 2.89 brotes
en explante nodales con 0.5mg/L de BAP y 0.05 mg/L de ANA, mientras que en
concentraciones de 1mg/L tanto para BAP como ANA se indujo callo en explantes de raiz,
cotiledones, nodos y brotes apicales. El tratamiento con 4.44uM de BA y 0.54uM de ANA
en explantes nodales de T. Parthenium indujo 6.6 brotes comparado con explantes libres
de reguladores los cuales indujeron solo uno (Stojakowska y Kiesel 1997). En otras
especies de la familia Asteraceae, en explantes nodales de Artemisia absinthium, 0.5mg/L
de BAP indujo 35 brotes mientras que el control formdé 1 brote después de 30 dias de
cultivo; pero observaron que un numero alto de brotes inducidos va en deterioro de la
calidad, debido a que se necrosaron y etiolaron dichos brotes (Rodriguez y col., 2003).
Gopinath y col., (2014) en brotes axilares de Artemisia annua usaron combinaciones de
0.5-2mg/L de BAP y 0.5 de ANA; la combinacién consistiendo de 1.5mg/L de BAP y ANA
0.5mg/L indujo la mayor formacion de brotes por explante (27.7). En brotes apicales de
Artemisia pallens un incremento de KIN (1.0, 1.5 y 2.0) incrementd la formacion de brotes

(5.75, 6 y 9 respectivamente) asi como el porcentaje de explantes presenta esta respuesta
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(66, 74 y 64 respectivamente) respecto al total de los explantes evaluados. Sin embargo, al
combinar KIN con ANA el aumentar la concentracion de ANA (0.25, 0.5 y 1.0mg/L)
disminuyd la formacion de brotes e incrementd el porcentaje de respuesta (75,88 y 92 %
respectivamente) (Nathar y Yatoo 2013). En explantes de hoja de Chrisantemum cv.
tratados con 1 mg/L de BAy 2 mg/L de ANA se indujo 12.3 brotes en 45 dias, mientras que
el control no generd brotes (Htay y col., 2014). En los brotes apicales de Chrysanthemum
cinerariaefolium tratados con 0.9 uM de BA se indujo 21.5 brotes, y al combinar con NAA
(0.1uM) se indujo 11.2 brotes en un periodo de 30 dias, (Wambugu y Rangan, 1981). La
administraciéon de reguladores de crecimiento vegetal, principalmente el uso de

citocininas, es importante para inducir el desarrollo y proliferacidon de nuevos brotes.

(a) (b)

Figura 6. Plantulas in vitro de Tanacetum parthenium cultivadas durante 30 dias. (a)
Plantula libre de RCV, (b) plantula en medio con RCV (ANA y KIN, a 0.05 mg/l y 0.5mg/I,
respectivamente).
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Figura 7. Numero de brotes inducidos en plantulas de Tanacetum parthenium cultivadas
durante 30 dias. (M) Cultivo en medio libre de RCV, y (™) Cultivo en medio con RCV (ANA
y KIN, a 0.05 mg/l y 0.5mg/l, respectivamente). Los datos presentados representan la
media tdesviacion estandar.

La mayor proliferacién de hojas inducidas (10921 hojas) en las plantulas de T.
parthenium se registré al dia 24 y se mantuvo constante en los dias de cultivo 27 (90+15
hojas) y 30 (85%£17 hojas). Sin embargo, luego de 24 dias, se observé que las hojas mas
viejas (que se encontraban en la parte inferior) presentaron indicios de clorotizacidn
(Figura 6) posiblemente como signo de deficiencia de nutrientes aunque los RCV seguian
induciendo la formacién de nuevos brotes. Las plantulas cultivadas en medio libre de RCV
al dia 24 presentaron menor produccién de hojas (60+ 10) comparada con la plantulas
tratadas con RCV (Figura 8). Sin embargo, comparando el tamano de hojas desarrolladas
en plantulas tratadas con RCV con aquellas, éstas no fueron estadisticamente diferentes
(Figura 9). Rateb y col. (2007) obtuvieron 15 hojas por brote inducido en explantes de

brotes apicales de T. parthenium tratados con 0.5 mg/L de BAP + 0.05mg/L de ANA.
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Figura 8. Numero de hojas formadas en brotes inducidos en las plantulas de Tanacetum
parthenium cultivadas durante 30 dias. (™) Cultivo en medio libre de RCV, y () cultivo en
medio con RCV (ANA y KIN, a 0.05 mg/l y 0.5mg/l, respectivamente). Los datos
presentados representan la media tdesviacion estandar.
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Figura 9. Longitud de hojas formadas en brotes inducidos en las plantulas de Tanacetum
parthenium cultivadas durante 30 dias. (®) Cultivo en medio libre de RCV, y (™) cultivo en
medio con RCV (ANA y KIN, a 0.05 mg/l y 0.5mg/l, respectivamente). Los datos
presentados representan la media +desviacion estandar.
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Asimismo, el uso de RCV tuvo efecto en la longitud del tallo principal de plantulas de T.
parthenium, existiendo diferencia significativa entre las medias observadas comparadas
con el control (Figura 10). Para el dia 24 se registré el mayor crecimiento (7.5t1.4cm), el

cual fue aproximadamente el doble del tamafio respecto al control (4£0.7cm).

10
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Dias

Figura 10. Longitud del tallo desarrollado en plantulas de Tanacetum parthenium
cultivadas durante 30 dias. (®) Cultivo en medio libre de RCV, y (™) cultivo en medio con
RCV (ANA y KIN, a 0.05 mg/l y 0.5mg/l, respectivamente). Los datos presentados
representan la media tdesviacién estandar.

Por otro lado, determinaciones del peso seco efectuadas en tallo, hoja y raiz mostraron
gue la biomasa no se vio incrementada del dia 0 al dia 5 mientras que a partir de este
ultimo dia hasta el dia 21 o0 24 se observd un crecimiento, obteniéndose la mayor cantidad
de biomasa para hoja al dia 21, mientras que para tallo y raiz al dia 24. En el periodo del

dia 21 al 30 la biomasa de hoja se mantuvo constante, mientras que del dia 24 al 30 para
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tallo y raiz tendié a disminuir, sefialando que los cultivos se encontraban en fase
estacionaria o de muerte (Figura 11). Determinaciones del peso fresco de la parte aérea
de la plantula de T. parthenium con RCV al dia 24 resultaron en un peso de 498.5+94.75
mg (n=3). Brow y col. (1996) reportd un peso fresco de 1262+144mg (n=5) de explantes de

tallo después de 90 dias de cultivo obtenidos después de tres subcultivos.
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Figura 11. Biomasa en peso seco de los drganos desarrolladas de novo en plantulas de
Tanacetum parthenium tratadas con RCV (ANA y KIN, a 0.05 mg/l y 0.5mg/l,
respectivamente) cultivadas durante 30 dias. (™) Hoja, ( ™ ) Tallo y ( /) Raiz. Los datos
presentados representan la media + desviacidén estandar.

3. Produccion de metabolitos secundarios en drganos de plantulas de T.
parthenium cultivadas in vitro con RCV

En el andlisis realizado los dias 21, 24, 27 y 30 en tejidos de raiz, tallo y hoja de plantulas in
vitro de T. parthenium cultivadas con RCV (KIN 0.5 mg/L y ANA 0.05 mg/L) para la
identificacion de metabolitos secundarios (acido caféico, acido p-coumarico, &acido
clorogénico, 4cido salicilico, quercitina y partenolida), por HPLC se determind la
produccién de acido clorogénico, acido cafeico, y acido salicilico. Dichos compuestos se
identificaron en las muestras al comparar los tiempos de retenciéon (Tr) en minutos,
obtenidos de los estandares correspondientes a: acido clorogénico con Tr de 13.05+0.05
min; acido cafeico con Tr de 15.25+0.03 min, y acido salicilico con Tr de 23.65+ 0.33 min.
Asimismo, el hecho de que el acido p-coumarico, quercitina y partenolida no se hayan

detectado no implica necesariamente que éstos no se estuvieran produciendo ya que la
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cantidad de biomasa analizada en los experimentos pudo limitar la concentracién de estos

en los extractos y en consecuencia no ser detectados en el HPLC.

Se identificd al acido clorogénico (AC) en hoja a los 4 dias analizados (21,24, 27 y 30),
mientras que en tallo y raiz a los dias 21,24 y 30. En general, en hoja, tallo y raiz la mayor
concentraciéon de AC se determind al dia 21 (2.5, 1.9 y 1.2 mg/g, respectivamente),
mientras que la menor cantidad de AC ocurrié al dia 30 en hoja (0.5 mg/g) y al dia 24 en
tallo y raiz (0.1 y 0.6 mg/g, respectivamente) (Tabla 4). Similar al AC, el acido cafeico
(ACaf) se identificd en hojas en todos los dias analizados, mientras que en tallo y raiz a los
dias 21 y 30, ademas del dia 24 en tallo. La mayor cantidad de ACaf se determind al dia 21
para los tres érganos (0.78, 0.27 y 0.49 mg/g para hoja, tallo y raiz, respectivamente) y la
menor cantidad al dia 30 en hoja, raiz (0.06, y 0.23 mg/g, respectivamente) y en tallo al dia
24 (0.01mg/g). Se detectd el 4cido salicilico en hojas al dia 27 y 30, determindndose en
mayor concentracion al dia 30 (2.9 mg/g), mientras que en raiz se detecté al dia 21 y 30,

en mayor concentracion en el dia 21 (0.3mg/g).

El acido clorogénico y partendlida se cuantificaron en mayor cantidad en hojas que se
encontraban en fase de crecimiento vegetativo comparada con la etapa de floracion de
plantas de T. parthenium crecidas en invernadero (Majdi, 2013). En el presente trabajo
donde las plantulas pueden considerarse en estado de crecimiento vegetativo se
determind que las hojas tuvieron la capacidad de generar AC, ademas de ACaf y acido
salicilico (AS), quienes se producen en diferentes concentraciones en los periodos cortos
de tiempo analizados (Tabla 4) que acorde a las determinaciones de biomasa (Fig.11)

sefialan su importancia en la final del crecimiento e inicios de la etapa subsecuente.
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Asimismo, el mayor contenido de acido clorogénico (2.5 mg/g) determinado en hojas
cosechadas de plantulas cultivadas por 24 dias es ligeramente menor al reportado en
hojas de plantas de invernadero (6.45 g/Kg) (Fraisse y col., 2011; Lim, 2014). El acido
clorogénico y sus derivados se producen en mayor cantidad durante un estrés por dano
mecdanico para la curacion de heridas en tubérculos de papa (Torres-Contreras y col.,
2014). La presencia de acido clorogénico en plantas se puede asociar a la defensay a la
supresién de toxinas (Ku¢ y col., 1955; Wojciechowska y col., 2014), es un importante
antioxidante para algunos cultivos asi como en la dieta humana (Niggeweg y col., 2004). La
identificacion del AC en cultivo in vitro de T. parthenium podria contribuir a la salud
humana debido a que este se ha asociado a la reduccién del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2 y la enfermedad de Alzheimer dada su actividad
antibacterial, antiinflamatoria y antiviral (Wang y col., 2014). Adicionalmente, el AC actua
como compuesto protector, promoviendo una disminucidon en un 48% del dafo inducido
por radiacién al DNA (Cinkilic y col., 2013) que podria contribuir a combatir el cdncer. No
existen reportes que estudien AC en cultivos in vitro para T. parthenium, posiblemente
debido a que se han estudiado compuestos importantes como los sesquiterpenos, debido

a su importancia en actividad bioldgica contra el cancer.
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Tabla 4. Contenido de principales metabolitos secundarios producidos en érganos de

plantulas de T. parthenium tratadas con RCV durante 30 dias de cultivo.

ACIC!O. Acido cafeico | Acido salicilico
. , Clorogénico
Organo Dia (mg/g (mg/g
(mg/g : )
. biomasa) biomasa)
biomasa)
HOJA 21 2.52+0.45b 0.78%0.2c ND
HOJA 24 2.674+0.35b 0.40+0.06b ND
HOJA 27 0.65+0.1a 0.35+0.07b 0.48+0.09a
HOJA 30 0.55+0.11a 0.06%0.1a 2.93+0.88b
TALLO 21 1.94+0.33c 0.2740.05c ND
TALLO 24 0.11+0.03a 0.01+0.01a ND
TALLO 27 ND ND ND
TALLO 30 1.3310.21b 0.11+0.02b ND
RAIZ 21 1.24+0.24b 0.50+0.07b 0.31+0.06b
RAIZ 24 0.67+0.11a ND ND
RAIZ 27 ND ND ND
RAIZ 30 0.75%0.15a 0.24+0.05a 0.18+0.05a

ND- No se detectd. Los datos presentados representan la media + desviacidon estandar. Mismas letras
sefialadas después de la desviacidn estandar indican que estadisticamente no existen diferencias entre las

medias comparadas en funcién al tipo de compuesto analizado en cada érgano.

Los acidos hidroxicinamicos como el acido caféico (ACaf), p-cumarico, ferulico y sinapico
estan presentes practicamente en todos los vegetales (predominante el acido cafeico) y
pueden estar distribuidos en toda la planta (Chen y Ho, 1997; Soto-Vaca y col., 2012). De
los acidos hidroxicindmicos (ACaf y p-cumarico) analizados en dérganos de plantulas in vitro
de T. parthenium tratadas con RCV se identific6 Unicamente al ACaf, mostrando su
predominancia en los 6rganos de T. parthenium. Ademas, la alta concentracién de este
compuesto observada al dia 21 indica su posible funcién de defensa en la etapa final de la
fase de crecimiento e inicial de la fase estacionaria ante el estrés que podria haber

ocurrido por deficiencia de nutrientes. Dicho estrés pudo haber aumentado de manera
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severa al dia 30 que contribuyd a encontrarlo en baja concentracion, asociandolo tal vez
en parte a su participacion en la produccién de fendlicos complejos como por ejemplo la
apigenina. Es de gran importancia la identificacion y cuantificacién de ACaf en plantas de
uso medicinal debido a su actividad farmacoldgica, tales como la inmunomodulacion,
antiinflamacion, antioxidante y antibacterial (Perumal y col., 2015). Por otra parte al ACaf
se ha utilizado para el desarrollo de nuevos farmacos con potencial interés terapéutico en
enfermedades asociadas al estrés oxidativo (Silva y col., 2014; Soto-Vaca y col., 2012) y
podria inhibir la formacién de compuestos mutagénicos y carcinogénicos (Kuenzig y col.,

1984).

El acido salicilico (AS) es un regulador de crecimiento vegetal que participa en la
germinacién de semillas, crecimiento celular, respiracién y respuesta a estrés biodtico y
abidtico (Rangel y col., 2010; Dong vy col., 2011). El AS es una molécula importante en la
defensa contra invasion de patégenos (Wang y col., 2014). Se puede asociar la presencia
del acido salicilico en hojas y raiz en mayor contenido al dia 30 de incubacién como
posible respuesta a estrés a causa de deficiencia de nutrientes en el medio de cultivo. Por
otra parte, una de las aplicaciones médicas humanas del AS se asocia a su capacidad para

reducir del riesgo de cancer de colon (Zitta y col., 2012).

Aunque el AC, ACaf y AS se encuentran en la mayoria de las plantas, el presente trabajo
pudo potenciar el desarrollo de partes areas de T. parthenium inducidas in vitro en
tratamiento con RCV (KIN 0.5 mg/L y ANA 0.05 mg/L), asi como permitir un acercamiento
a la produccién de algunos metabolitos secundarios asociados a la propiedad terapéutica

de la especie. Es de gran interés para cualquier andlisis de investigacidn conocer los
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tiempos en los que ocurre la mayor produccién de metabolitos secundarios, ademas de
encontrar un sistema el cual permita el maximo rendimiento de cultivos in vitro,

principalmente con aplicaciones contra enfermedades humanas (Benson, 2000).

IX. Conclusiones

Se establecid el cultivo aséptico de explantes nodales de Tanacetum parthenium, usando
un proceso de desinfeccidon con cloro al 20% (equivalente a una concentracién 1.2% de
hipoclorito de sodio) a un tiempo de exposicién de 15 min. Siendo éste, un proceso
sencillo y con una buena eficiencia para la desinfestacién superficial del explante que

promovid la eliminacién de microorganismos en un 80% de los explantes evaluados.

Se obtuvo brotes nuevos del desarrollo de yemas axilares en medio de cultivo libre de
reguladores de crecimiento vegetal. Dichos brotes al ser transferidos a medio de cultivo
adicionado 0.05 mg/L de ANA indujeron raiz en un 66% del total de los brotes evaluados,

propiciando el desarrollo de plantulas.

Los RCV KIN 0.5 mg/L (equivalente a 2.3uM) y ANA 0.05 mg/L (equivalente a 0.26uM)
promovieron una mayor produccion de hojas (109+20.71), brotes (1312.34), y elongacién
del tallo (7.5£1.35 cm) en plantulas de T. parthenium cultivadas in vitro, comparada con el

control (60110 hojas, 4+0.76 brotes, 4+0.72 cm de longitud del tallo).

Los metabolitos secundarios identificados por HPLC fueron acido clorogénico (AC), acido
cafeico (ACaf) y acido salicilico (AS). Se identific6 AC en hoja, tallo y raiz. La mayor

concentracién de AC se determiné al dia 21 para hoja, tallo y raiz, (2.5, 1.9 y 1.2 mg/g,
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respectivamente) y la menor cantidad al dia 30 en hoja (0.5 mg/g) y al dia 24 en tallo y raiz
(0.1 y 0.6 mg/g, respectivamente). La mayor cantidad de ACaf se determiné al dia 21 para
los tres organos (0.78, 0.27 y 0.49 mg/g para hoja, tallo y raiz, respectivamente) y la
menor cantidad al dia 30 en hoja, raiz (0.06, y 0.23 mg/g, respectivamente) y en tallo al dia
24 (0.01mg/g). El acido salicilico se identificé en hojas al dia 27 y 30, con mayor
concentracion al dia 30 (2.9 mg/g) y en raiz al dia 21 y 30, en mayor concentracion al dia

21 (0.3mg/g).

El compuesto de partenolida no se identific6 en HPLC, posiblemente a una produccién

muy baja.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Medio de Cultivo
1. Soluciones stock del medio MS.
1.1 Los componentes del medio de cultivo MS al 100% en soluciones Stock

concentradas (X) son como se muestran:

Macronutrientes
Componente | 1X 10X en mg (g)
(mg/L)
(NH,4),NO; 1650 16500 (16.5)
CaCl, 2H,0 332.2 3322 (3.322)
MgS0O, .7H,0 370 3700 (3.7)
KNO3 1900 19000 (19)
KH,PO, 170 1700 (1.7)
Vol. Aforo 1000 ml
Fe-EDTA
Componente | 1X 20X en mg (g)
(mg/L)
FeSO, .7H,0 27.8 556 (0.556)
Na,EDTA 37.3 746 (0.746)
Vol. Aforo 100ml
Micronutrientes
Componente | 1X 100X en mg (g)
(mg/L)
H3BO; 6.2 620 (0.62)
CoCl, .6H,0 0.025 2.5 (0.0025)
CuS04 .5H,0 0.025 2.5 (0.0025)
MnSQ, .H,0 16.9 1690 (1.69)
KI 0.83 83 (0.083)
Na,Mo0O, .2H,0 0.25 25 (0.025)
ZnS0,4.7H,0 8.6 860 (0.860)
Vol. Aforo 100 ml
Organicos
Componente 1X 100X en mg (g)
(mg/L)
Mio-inositol 100 10000 (10)
Glicina 2.0 200 (0.2)
Acido nicotinico 0.5 50 (0.05)
Piridoxina HCI 0.5 50 (0.05)
Tiamina HCI 0.1 10 (0.01)
Vol. Aforo 100 ml
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1.2 Se prepararon soluciones stock concentradas (0.5 mg/L) de KIN y
(0.05mg/L) ANA.

1.3 La solucién Stock de antioxidantes (100ml/20X) se prepard con 1.5g de
acido ascorbico y 1g de acido citrico; disolviendo en agua y aforando a
50ml.

Medio basal
2.1 Se preparé el medio de cultivo al 50%, a partir de los Stock preparados
y con los volumenes indicados en seguida:

Stock

Volumen requerido
del Stock para 1L de
medio al 100%

Volumen requerido
del Stock para 1L de
medio al 50%

Macronutrientes

Micronutrinetes

Vitaminas

Fe-EDTA

Sacarosa

Antioxidantes

1000ml/10X
100mI/100X

100mI/100X
100ml/20X

100ml/20X

50ml/L
0.5ml/L

0.5ml/L
2.5ml/L
30g/L

2.2 El ajuste de pH del medio se realizé al 5.7-5.8 con soluciones de NaOH
IN o HCL 1IN

2.3 El adiciond 2 g/L de phytagel para el medio de cultivo y poniéndolo a
hervir por 1 min.

Anexo 2. Curvas patron

Se prepard una solucidn Stock (200 mg/L) para generar concentraciones finales y crear la
curva patron de cada estandar. Para el acido clorogénico (100, 50 y 36.36 mg/L a una A
330 nm). El acido salicilico (18.18, 36.36 y 100 mg/L a una A 245 nm) y el acido cafeico (20,
25 y 100 mg/L a una A 330 nm). Las diluciones preparadas se analizaron en el equipo de

HPLC y se obtuvieron los siguientes graficos.
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Anexo 3. Cromatogramas

Cromatograma de extracto de hoja derivada de plantula de T. parthenuium tratada con
RCV en el que se detecta el mayor contenido de acido clorogénico (a) y acido caféico (b) al
dia 21 de incubacion.
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Cromatograma de extracto de hoja derivada de plantula de T. parthenuium tratada con
RCV en la que se detecta el mayor contenido de acido salicilico (a) correspondiente al dia
30 de incubacion.
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