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Resumen

El objetivo del proyecto fue evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria, in vitro
e in vivo, de extractos de callos y suspensiones de Mammillaria candida (Mc) y
Turbinicarpus laui (Tl). Los callos se irradiaron con luz UV y las suspensiones se
expusieron a quitosano para incrementar el contenido de metabolitos. La actividad
antioxidante se determind mediante ensayos FRAP y TBARS, y la antiinflamatoria
cuantificando el TNFa usando dos modelos de inflamacién aguda. Los resultados
mostraron que los metabolitos de Mc y TI tienen actividad antioxidante similar o
superior a la vitamina E y actividad antiinflamatoria (in vitro e in vivo) mayor a la
indometacina. Se concluye que los cultivos de Mc y Tl son fuente de metabolitos

antioxidantes y antiinflamatorios.

Palabras clave: Actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria, cultivos in vitro,

Mammillaria candida, Turbincarpus laui
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Abstract

The aim of this project was to evaluate the in vitro and in vivo antioxidant and anti-
inflammatory activity of callus and suspensions from Mammillaria candida (Mc) and
Turbinicarpus laui (TI). To increase metabolite content, the callus was irradiated with
UV light and cellular suspensions were exposed to chitosan. Antioxidant activity was
determined by FRAP and TBRAS assays, and the anti-inflammatory activity by
quantifying TNFa using two acute inflammation models. The results showed that Mc
and Tl metabolites have antioxidant activity similar or superior to vitamin E, and an anti-
inflammatory activity (in vivo and in vitro) major to indomethacin. In conclusion, the in
vitro cultures from Mc and Tl are a source of antioxidants and anti-inflammatory

metabolites.

Keywords: Antioxidant activity, anti-inflammatory activity, in vitro cultures, Mammillaria

candida, Turbincarpus laui
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l. Introduccioén

1.1 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (EROS) son compuestos que presentan en su
estructura una o mas moléculas de oxigeno parcialmente reducidas y altamente
oxidantes, las cuales pueden ser radicalarias como el anién superoxido (O27), los
radicales hidroxilos (- ‘OH), perhidroxilo (HOz2"), peroxilo (RO2") y alcoxilo (RO") y no
radicalarias como el peréxido de hidrégeno (H2032), oxigeno singulete (*O2), &cido
hipocloroso (HOCI) e hidroperdxido (ROOH). Es importante mencionar que las EROS
no radicalarias son altamente prooxidantes, dado que son intermediarios para formar

radicales libres (Martinez Sanchez, 2000; Camps et al., 2010).

Las EROS se forman en las células como resultado del metabolismo aerdbico,
activacion de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria, accion de los
peroxisomas, por la actividad de NADPH oxidasa, citocromo P450 dependiente de
oxigenasas y la xantina oxidasa (Carvajal, 2019). Las EROS también se generan por
factores externos, como la contaminacion ambiental, radiacion ionizante (luz UV, rayos
X'y rayos gamma) y condiciones extremas de temperatura (Martinez-Sanchez, 2005;
Carvajal, 2019).

Las EROS se producen por la transferencia de electrones, mediante una serie de
reacciones de oxidacion y reduccion del oxigeno, que puede ocurrir via enzimatica y
no enzimatica. En primer lugar, el anién superdxido (O27) se forma por la reduccién de
un electron del oxigeno, por accion enzimatica de la NADPH oxidasa, citocromo P450
dependiente de oxigenasas o la xantina oxidasa. Posteriormente la enzima superoxido
dismutasa convierte el anién superéxido en perdxido de hidrégeno (Turrens, 2003;
Martinez-Sanchez, 2005). Los radicales hidroxilos se forman mediante la reaccién de
Fenton y Haber-Weiss, utilizando el Fe*3 como catalizador donde, primeramente, se
lleva a cabo una reacciéon de oxido-reduccién entre el aniéon superéxido y el Fe*3,

resultando como productos el Fe*? y O2. Posteriormente, el hierro reducido (Fe*?)

—
[EEN
| —



reacciona con el peroxido de hidrégeno produciendo el radical hidroxilo (Kehrer, 2000).

Dichas reacciones se resumen en la Figura 1a.

a)
Fe*?2+ O
O, mmd 0,,0, ——— HO0, =y Fet3+ *OH + OH
NADPH oxidasa SOD '
Catalasa GSH Z 2@
peroxidasa
GSH NADP*
H,O
b)
R R R
. . -OH
ANNo —— ) —— ) —— ) e
MDA ee ) "

Figura 1. Formacion de EROS y peroxidacion de lipidos. a) Formacién de EROS y reaccion
de Fenton y Haber-Weiss (linea punteada). El O, por accién de las enzimas NADPH oxidasa,
citocromo P450 dependiente de oxigenasas o xantina oxidasa, genera el anion superoéxido. La
SOD cataliza la dismutacién de Oy para producir H2O2, el cual por accién de la glutation
peroxidasa y catalasa produce agua y oxigeno. En la reaccion de Fenton y Haber-Weiss, el
O, se oxida a O, y el Fe*® se reduce a Fe?". El Fe?* se oxida al reaccionar con el H,O, para
producir- “OH. b) Peroxidacion lipidica, formacién de MDA. El radical "OH abstrae un e del
hidrégeno metilénico, produciendo el radical lipidico y con accién de O, se genera el radical

peroxilo. El radical peroxilo en presencia de un metal (Fe*®) genera malondialdehido.

El radical "OH es el radical libre mas reactivo que se conoce y el oxidante mas potente
de los sistemas bioldgicos. Es capaz de reaccionar con casi todas las moléculas
bioldgicas, como los acidos grasos poliinsaturados (AGP) de la membrana plasmatica,

en donde atacan un atomo de hidrégeno metilénico del acido graso (AG), generando




un radical lipidico. El radical lipidico, a su vez, reacciona con una molécula de oxigeno,
originando los radicales peroxilos y alcoxilos lipidicos, los cuales extraen otro atomo
de hidrégeno del AG, generando un nuevo radical lipidico. Se producen asi reacciones
en cadena que ocasionan la peroxidacion lipidica (Figura 1b) (Martinez-Sanchez,
2005).

La peroxidacion lipidica produce pérdida de la fluidez de la membrana, alteraciones en
las funciones secretoras y en los gradientes ionicos. El radical peroxilo, en presencia
de metales como el fierro o cobre, se degrada produciendo compuestos como el
malondialdehido (MDA) (Figura 1b), que pueden alterar la permeabilidad vascular y
desencadenar la reaccion inflamatoria. EI MDA también estimula a la fosfolipasa A2 e
induce la liberacién de acido araquidonico, relacionado con el proceso inflamatorio
(Martinez-Sanchez, 2005; Londofio-Londofio, 2011).

La concentracion de EROS es regulada por los sistemas antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos del organismo. En el primer grupo se encuentran las enzimas
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa, que en conjunto participan en
la conversion de superdxido a peroxido y posteriormente a agua (Figura 1) (Lozano

Casanova et al., 1997; Cassells y Curry, 2001).

Un déficit de los sistemas antioxidantes contribuye a la formacién descontrolada de
EROS y como consecuencia se genera un estrés oxidativo (EO) (Carvajal, 2019). El
EO causa alteraciones en el ADN y proteinas intracelulares, ademas de oxidar los
lipidos de membrana (Carvajal, 2019). Las alteraciones ocasionadas por el EO pueden
llevar al deterioro funcional de érganos y sistemas, lo que favorece el desarrollo de
enfermedades crénicas no transmisibles (Sen y Packer, 1996; Nediani y Giovannelli,
2020).

1.2 Enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)

Son un grupo de enfermedades que se caracterizan por tener una larga duracién y
lenta progresion. Las ECNT engloban enfermedades como cancer, diabetes,

obesidad, enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer y Parkinson;

—
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enfermedades cardiovasculares, como ataques cardiacos Yy accidentes
cerebrovasculares y enfermedades respiratorias crénicas, como la enfermedad

pulmonar obstructiva cronica (Nediani y Giovannelli, 2020).

Las ECNT estén clasificadas como una emergencia sanitaria a nivel mundial, dado
gue, con el paso de los afos, el nimero de casos de ECNT ha ido en aumento (Narro-
Robles, 2018) y son responsables del 74 % de muertes que se producen anualmente
(OMS, 2022). De hecho, las enfermedades cardiovasculares representan el mayor
riesgo de muertes, con reporte de 17.9 millones al afio, seguido del céncer,
enfermedades respiratorias crénicas y diabetes (OMS, 2022). Particularmente, en
México, las enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas, diabetes mellitus, cancer,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica y la enfermedad renal cronica constituyen

una de las principales causas de muerte (Narro-Robles, 2018).

Es importante mencionar que las ECNT tienen como factor comun, ademas de la
presencia de ERQOS, el desarrollo de procesos inflamatorios (Nediani y Giovannelli,
2020). En este sentido, dentro de las ECNT, ha tomado gran relevancia el concepto
de “metainflamacioén” ya que sefiala que un estado de inflamacién crénico produce una
cascada metabdlica, que incluye el estrés oxidativo celular, ateroesclerosis y
resistencia a la insulina (Koch, 2019; Itoh et al., 2022) . Por lo antes mencionado, el
estrés oxidativo y la inflamacion se han reportado como factores importantes que
participan en la progresion de las ECNT y pueden ser puntos clave para el desarrollo
de nuevas estrategias preventivas y terapéuticas (Karam et al., 2017; Nediani y
Giovannelli, 2020).

1.3 Inflamacion

La inflamacién se define como la respuesta del organismo ante algun tipo de dafio, ya
sea a células o tejidos, con el objetivo de fagocitar o eliminar al patégeno. Los cuatro
signos de la inflamacién son rubor y calor (en respuesta al incremento del flujo
sanguineo), edema, producido por incremento de la permeabilidad vascular, y dolor.

La inflamacion puede ser aguda o crénica, en la primera se ve implicada la inmunidad




innata, mientras que en la segunda participa la inmunidad adaptativa (Kindt et al.,
2007).

El proceso inflamatorio conlleva una cascada de sefializacion en donde participan las
células del sistema inmune (mastocitos, macrofagos, neutréfilos, células dendriticas y
linfocitos), citocinas (quimiocinas, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF, INF-A), proteinas
plasmaticas (proteina C reactiva, lectina de unibn a manosa y sistema de
complemento) y mediadores inflamatorios (histamina, tromboxano, leucotrienos,
prostaglandinas) (Kindt et al., 2007; Abbas et al., 2014).

En la cascada inflamatoria, primeramente, los macréfagos, mastocitos y células
dendriticas tisulares son activados por la unién de patrones moleculares asociados a
patébgenos (PAMP), como lipopolisacéridos (LPS), o patrones asociados a dafio
(DAMNP) a los receptores tipo toll (TLR) en la membrana de las células tisulares.
Posteriormente, la activacion de los macréfagos transloca el factor de transcripcion
kappa beta (NFkB) del citoplasma al nucleo, induciendo la sintesis de citocinas
proinflamatorias (TNFa, IL-1, IL-12, IL-6, IL-8) y quimiocinas. Al mismo tiempo, los
mastocitos sintetizan mediadores inflamatorios (histamina, leucotrienos, tromboxanos
y prostaglandinas) por la union del complemento (C3a y C5a) a sus receptores (Kindt
et al., 2007; Abbas et al., 2014).

El TNFa, la IL-1B, las quimiocinas y los mediadores inflamatorios ocasionan una
vasodilatacién; debido al incremento del flujo sanguineo, la permeabilidad capilar, la
migracion de leucocitos por quimiotaxis y la extravasacion de estos, particularmente
neutréfilos y monocitos, para llegar al sitio de infeccion. Ademas, las IL-6, IL-1B y el
TNFa estimulan a los hepatocitos para producir proteinas plasmaticas (proteina C
reactiva, lectina de unién a manosa y el sistema de complemento), conocidas como
proteinas de reaccion de fase aguda, que contribuyen a la defensa del huésped,
mediante la opsonizacion de patdgenos para que sean facilmente reconocidos y
fagocitados (Kindt et al., 2007; Abbas et al., 2014).
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Los neutrofilos y macréfagos tienen una importante funcion en el proceso inflamatorio,
ya que ademas de sintetizar citocinas proinflamatorias, tienen funcién fagocitica para
eliminar a los patdgenos. Los fagocitos, una vez activados, matan microorganismos
mediante un ataque oxidativo y no oxidativo. El segundo involucra la presencia de
proteinas antimicrobianas, proteasas y lisozima. El ataque oxidativo involucra la
generacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno en el fagosoma por

activacion de la enzima oxidasa fagosémica de NADPH (Kindt et al., 2007).

1.4 Importancia de los antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que ayudan a mantener el equilibrio redox en el
organismo, ya que funcionan como captadores de especies reactivas de oxigeno.
Estos compuestos pueden ceder electrones o atomos de hidrégeno a los oxidantes y
de esta forma detener las reacciones en cadena y los dafios ocasionados por los
radicales libres (Berger et al., 2012; Sies, 2015). En experimentos con modelos in vitro
e in vivo, se ha destacado la importancia de los antioxidantes exdgenos para prevenir
ECNT, tales como hipertension, enfermedades cardiovasculares, cancer, sindrome
metabdlico, arteriosclerosis y enfermedades neurodegenerativas (Ahmad et al., 2017;
Koch, 2019; Ullah et al., 2020).

Las plantas son ricas en compuestos antioxidantes, como alcaloides, terpenos, y
polifenoles, acidos fendlicos, cumarinas, antraquinonas, xantonas, estilbenos, lignanos
y flavonoides (Coronado et al., 2015; Koch, 2019). La vitamina E, el acido ascorbico
(vitamina C), flavonoides y &cidos fendlicos, como el &cido galico, son metabolitos
ampliamente reconocidos por su alta capacidad antioxidante (Londofio-Londofio,
2011). Particularmente los compuestos fendlicos, como los flavonoides, se han
reportado no Unicamente como antioxidantes, sino también como potenciales
antiinflamatorios, mediante la inhibicion de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1,
COX-2), lipooxigenasa (5-LOX), y citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 (Jiang,
2014; Chanput et al., 2016; Koch, 2019;Ullah et al., 2020).
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1.5 Productos naturales y fitofarmacos

Los productos naturales o metabolitos secundarios son compuestos que producen los
organismos vivos (plantas, animales, hongos o bacterias), como mecanismo de
defensa a los cambios de temperatura, sequia, salinidad, ataque de otros organismos,
etc (Agostini-Costa et al., 2011). Dentro de los productos naturales que producen
dichos organismos, se encuentran metabolitos como alcaloides, terpenos, flavonoides
y acidos fendlicos, a los cuales se les han atribuido multiples actividades biolégicas,
como: antioxidante, larvicida, fungicida, antibacteriano, anticancerigeno, entre otros.
Por ello, el uso de los productos naturales ha incrementado en distintos campos, como
son la industria cosmética, alimenticia y farmacéutica e inclusive, se recomienda

ampliar su uso en la veterinaria y agricultura (Chiocchio et al., 2021).

El uso de las plantas como fuente de antioxidantes y nutracéuticos ha incrementado
notablemente en los dltimos afios, (Scossa et al., 2018), por lo que la OMS (WHO, por
sus siglas en inglés) considera a la medicina tradicional (basada en el uso de extractos
de plantas, entre otros) como un pilar de la prestaciéon de servicios de salud y como
complemento, para la prevencion y manejo de enfermedades cronicas relacionadas
con el estilo de vida de la poblacion (WHO, 2019). Entre éstas se pueden mencionar
desérdenes cardiovasculares, gastrointestinales, cancer, problemas neuroldgicos y

afecciones al esqueleto (Popovic et al., 2016).

Numerosos reportes describen el aislamiento de diferentes metabolitos como
digoxina, el taxol y la artemisina, obtenidos de las especies Digitalis lanata, Taxus
brevifolia y Artemisia annua, efectivos para tratar arritmias cardiacas, cancer y
paludismo, respectivamente (Paine y Roe, 2018). Sin embargo, en el caso de
enfermedades que afectan a mdultiples tejidos o tipos de células, como las ECNT
(Zimmermann et al., 2007) puede requerirse de la accion sinérgica de dos o mas

compuestos para observar un efecto terapéutico (Schmidt et al., 2008).

Los fitofarmacos, también llamados drogas vegetales (DV), son extractos de plantas

empleados para el tratamiento de enfermedades, tienen una mezcla de compuestos,




gue pueden tener multiples dianas farmacolégicas. También se ha descrito que los
metabolitos pueden interactuar entre ellos para dar una mejor actividad (efecto
potenciado). En el 2004, la FDA establecioé una guia para el desarrollo de las DV a fin
de garantizar su seguridad y eficacia mediante ensayos pre-clinicos y clinicos (Ahn,
2017). Algunas de las DV aprobadas por la FDA para venta con prescripcion son
Verengen® (sinecatequinas) y Mytesi™ (crofelemer). Las DV que contienen la cascara

de Psyllium y Senna, se encuentran en revision para su venta libre (FDA, 2022).

1.6 Métodos para evaluar actividad antioxidante y antiinflamatoria

Los métodos antioxidantes (MAO), miden la eficacia de una sustancia antioxidante
para aminorar la degradacion oxidativa (Shahidi y Zhong, 2015). Actualmente, existen
diferentes métodos para evaluar la actividad antioxidante de un extracto o compuesto,
los cuales se diferencian en el tipo de sustrato empleado, los oxidantes, los
mecanismos de reaccion y las condiciones del ensayo (Shahidi y Zhong, 2015). De
acuerdo al tipo de ensayo antioxidante empleado, se puede identificar el mecanismoy
cinética de las reacciones del compuesto antioxidante (Amorati y Valgimigli, 2018).

Los métodos antioxidantes se clasifican en dos grupos, de acuerdo con su mecanismo
de reaccion. En el primer grupo se incluyen los métodos basados en la transferencia
de un atomo de hidrégeno (TAH) y en el segundo, los métodos enfocados en la
transferencia de electrones (TE) (Huang et al., 2005). En el grupo TAH se encuentran
los métodos ORAC (capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno, por sus siglas
en inglés) y TRAP (parametro total de atrapamiento de radicales, por sus siglas en
inglés) y en el segundo grupo se incluyen los métodos FRAP (capacidad para reducir
el hierro férrico) y CUPRAC (capacidad antioxidante reductora cuprica) (Shahidi y
Zhong, 2015).

Algunos métodos combinan ambos mecanismos, tales como el ensayo de DPPH y
ABTS, dado que se fundamentan en la estabilizacion de radicales sintéticos, los cuales
pueden ser estabilizados por la transferencia de un electrén o un atomo de hidrégeno

del compuesto antioxidante (Shahidi y Zhong, 2015). Por otro lado, existen algunos
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meétodos que no se clasifican en ninguno de los dos grupos descritos anteriormente;
estos métodos se fundamentan en la medicion de productos de oxidacion, como son
los ensayos de TBARS, medicion de radicales libres, valor de peréxido y p-anisidina,
entre otros (Shahidi y Zhong, 2015).

Los métodos para medir la actividad antiinflamatoria se pueden enfocar en la medicion
de proteinas que son liberadas en el proceso inflamatorio, como pueden ser enzimas
(ciclooxigenasa, lipooxigenasa), mediadores inflamatorios (histamina, tromboxano,
leucotrienos, prostaglandinas) y citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF, INF-A), ademas
del NFkB (Dinarello, 2010).

Los ensayos para evaluar la actividad antiinflamatoria consisten en inducir la
inflamacion en algin modelo de experimentacion, ya sea en animales como ratas o
ratones, o bien en lineas celulares. Dentro de los modelos con animales se encuentra
la induccion del edema en pata de rata inducido con carragenina, aceite de crotén o
etilfenilpropiolato, el método del plato caliente, la induccion de granuloma por pastilla
de algodon y la induccion de inflamacion con LPS ya sea administrado intraperitoneal

o estimulando a lineas celulares (Azab et al., 2016).

Dentro de los agentes inductores de la inflamacién mas empleados, se destaca la
carragenina y el LPS, ya que son inductores de EROS y han sido empleados en
multiples estudios para evaluar actividad antioxidante y antiinflamatoria de extractos
(Azab et al., 2016; Bottamedi et al., 2021). Es importante mencionar que los ensayos
antioxidantes se han empleado como marcadores para evaluar de la actividad
antiinflamatoria, dado que se ha encontrado una correlacién negativa entre la actividad
antioxidante y la concentracién de citocinas proinflamatorias (Chanput, Krueyos, y
Ritthiruangdej, 2016).

1.7 Cactaceas como fuente de metabolitos
Las cactaceas, pertenecen al reino Plantae y a la familia Cactaceae. Son plantas

perennes y xerofitas, es decir son resistentes a condiciones de poca agua (Schulze-

Rojas, 2004) Realizan el metabolismo acido de las crasulaceas (metabolismo CAM),

—
©
| —



que les permite fijar el CO2 durante la noche y mantener cerrados las estomas durante
el dia, para evitar la pérdida de agua (Altesor y Ezcurra, 2003). Estas plantas se
pueden clasificar de acuerdo a la morfologia de su tallo como columnares, cilindricos,

candelabro, cladodios y globulares (Bravo-Hollis, 1978; Altesor y Ezcurra, 2003).

Las cactaceas son plantas originarias de América, que se distribuyen en Canada,
Estados Unidos, México, Costa Rica, Peru, Chile, Brasil, Bolivia y Argentina (Ortega-
Baes y Godinez-Alvarez, 2006). México es el pais que alberga la mayor riqueza de
cactaceas, con 669 especies; de éstas, 518 especies son endémicas (Santos-Diaz et
al., 2011; SEMARNAT, 2018). Particularmente, el estado de San Luis Potosi posee la
mayor diversidad, con 151 especies (SEMARNAT, 2018).

Las cactaceas se han usado en México desde tiempos ancestrales y hasta la
actualidad, en la medicina tradicional. Por ejemplo, en algunas comunidades de Puebla
y Yucatadn se emplea la parte &rea de Pachycereus marginatus para tratar la diarrea
(Hernandez et al., 2003); los tallos y raices de Lophophora williamsii para la artritis; las
raices de Echinocereus poselgresi para aliviar el dolor y los tallos de Achanthocereus
tetrogonus y frutos de Cylindroopuntia en el tratamiento de la diabetes (Estrada-
Castillén et al., 2018).

Otros reportes han descrito que las cactaceas poseen propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (Trout, 2014; Santos-Diaz y Camarena-Rangel, 2019; Das et al.,
2020). Estas propiedades farmacolégicas se han relacionado a la presencia de
alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y terpenos (Trout, 2014; Santos-Diaz y
Camarena-Rangel, 2019; Das et al., 2020).

Aunque las cactaceas son fuente de metabolitos su explotacion comercial presenta
limitantes como el lento crecimiento y periodo de reproduccion, las semillas presentan
bajo vigor y lenta germinacion (Santos-Diaz et al., 2011). Ademas, la reduccién de las
poblaciones naturales debido a la devastacion de su habitat ha originado que muchas
cactaceas se encuentren en la Lista Roja de la Unién Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (UICN) y estén consideradas como raras, vulnerables
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y en peligro de extincion por la NOM-059-SEMARNAT-2010. Una alternativa para
obtener los compuestos bioactivos de las cactaceas, sin afectar sus poblaciones

naturales, es el uso de herramientas biotecnolégicas como el cultivo in vitro.
1.8 Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

El cultivo de tejidos vegetales se define como el cultivo de células, tejidos y érganos
en medios de cultivo nutritivos definidos, en condiciones asépticas y ambientes
controlados de temperatura, luz y pH. A través de esta técnica es posible propagar
cientos o miles de plantas en un periodo menor de tiempo, comparado con las técnicas
de cultivo convencionales, obtener plantas libres de enfermedades y con mejores
caracteristicas agronomicas (Espinosa-Leal et al., 2018; Santos-Diaz y Camarena-
Rangel, 2019).

El medio de cultivo le provee al tejido vegetal los nutrientes para su crecimiento. Los
medios de cultivo mas utilizados son el medio Murashige-Skoog (MS), el medio de
cultivo Woody Plant Medium (WPM) y el medio B5 de Gamborg (Espinosa-Leal et al.,
2018). En general, los medios de cultivo contienen macronutrientes como nitrégeno,
potasio, calcio, fosforo, magnesio y sulfuro; micronutrientes como fierro, niquel, cloro,
manganeso, zinc, boro, cobre y molibdeno; una fuente de carbono como sacarosa o
glucosa; vitaminas como tiamina y piridoxina; y reguladores de crecimiento como

auxinas y citocininas (George et al., 2008).

1.8.1 Auxinas

Las auxinas inducen la replicacién del ADN promoviendo el crecimiento de tejidos no
diferenciados (callos), formacion de embriones y raiz. Pueden ser naturales como el
acido indol acético (AIA), acido indol butirico, o sintéticas como el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (George et al.,, 2008). La biosintesis de las auxinas
proviene del amino&cido inddlico triptéfano (Trp). La principal auxina en las plantas es

el acido indol acético la cual puede sintetizarse por 3 vias. La primera es la via de
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indolpiruvato, la segunda la ruta del indol-3-acetaldoxima y la tercera la ruta de la

triptamina (George et al., 2008).

La ruta mas conocida es la del indolpiruvato, que comienza con la transaminacion del
Trp catalizado por la enzima triptéfano transaminasa para obtener el indolpiruvato. El
indolpiruvato se descarboxila por la indolpiruvato descarboxilasa y el producto, indol
acetaldehido, se reduce por la enzima acetaldehido deshidrogenasa, para obtener el

acido indol acético (George et al., 2008).

Las auxinas presentan un transporte polar, que involucra un movimiento desde el 4pice
hasta el base (basipetal) o de la base al apice (acrépetal). Las auxinas se pueden
encontrar en un estado protonado (AlIAH) y anionico (AIA-), el primero puede atravesar
la membrana plasmaética y disociarse dentro de la membrana por el cambio de pH (pH
7), mientras que AlA- necesita del transportador de entrada AIA- para atravesar la

membrana plasmatica (Perrot-Rechenmann y Napier, 2005).

En la membrana, las auxinas pueden unirse a proteinas ABP o salir a través de los
transportadores de salida PIN y PGP1/PGP19, estos ultimos transportadores
requieren de energia. Las proteinas transportadoras de entrada (AUX1) y de salida
(PIN 1y PGP1/PGP19), las proteinas ABP y la velocidad de biosintesis, determinaran
la concentracién de las auxinas dentro de la célula (Perrot-Rechenmann y Napier,
2005).

Cuando hay altos niveles de auxinas en la célula, se produce la degradacion de la
proteina de represion AUX/IAA. Para la degradacion de AUX/IAA, primero se forma el
complejo auxina-AUX/IAA que se unen a las proteinas TIR1, favoreciendo la
ubiquitinacion. ElI complejo ubiquitinado, se envia al sistema proteosoma para la
degradacion de las proteinas AUX/IAA y de esta forma quedan libres los factores de
respuesta a auxinas (ARF), favoreciendo la expresion de genes involucrados con las

funciones de las auxinas (Perrot-Rechenmann y Napier, 2005).
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1.8.2 Citocininas

Las citocininas son reguladores de crecimiento que inducen la expresion de ciclinas
D3, dando lugar a la mitosis, favoreciendo el desarrollo de brotes laterales y expansion
de las hojas, también retrasan la senescencia de las hojas y previenen el rompimiento
de la clorofila. Las citocinas naturales incluyen zeatina, dihidrozeatina, trans zeatina;
las sintéticas son benciladenina, cinetina, tidiazuron. Las citocinas naturales se
sintetizan a partir del dimetil alil pirofosfato (DMAPP) proveniente de la ruta del

mevalonato (George et al., 2008).

La cascada de sefializacion de las citocininas comienza con la union de la citocinina a
proteinas receptoras tipo histidina-quinasas (AHK2, AHK3, CRE1, AHK4). Esta union
provoca la fosforilacion de la regién conservada de las proteinas quinasas y fosforila a
proteinas AHPs. El complejo fosforilado de citocina-proteinas cinasas pasa del
citoplasma al nucleo, donde las proteinas AHPs fosforilan los factores de transcripcion
ARR, activandolos. Se describen dos tipos de proteinas ARR, los ARR tipo Ay tipo B.
Las ARR tipo A expresan genes relacionados con la funcion del meristemo, ritmo
circadiano y funcién del fitocromo; mientras que las de tipo B expresan genes
relacionados con el desarrollo de brotes, raiz, hoja, diferenciacion vascular y

senescencia (Ferreira y Kieber, 2005).
1.8.3 Etapas de CTV

Las etapas del CTV involucran la seleccion del explante, asepsia, multiplicacion,

enraizamiento y aclimatacion.

Etapa 0: Seleccion de explante y preparacion de planta donadora. El explante puede
ser cualquier tejido u 6rgano (hoja, meristemo apical, brote o raiz) de una planta
saludable y vigorosa. Para mejorar la probabilidad de éxito, la planta madre puedes

ser cultivada ex vitro, bajo condiciones Optimas para minimizar la contaminacion.

Etapa 1 iniciacion: asepsia del explante y posterior transferencia a medio de cultivo.

La asepsia es un paso crucial para eliminar contaminantes con un dafio minimo al
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explante. Los desinfectantes mas empleados son hipoclorito de sodio, hipoclorito de
calcio, etanol al 70 %, cloruro de mercurio y peréxido de hidrogeno. En cuanto al medio
de cultivo, se afiaden reguladores de crecimiento como citocininas para inducir la
formacién de tejido diferenciado, o bien, el empleo de auxinas o auxinas: citocininas

(10:1) para la induccion de tejido no diferenciado.

Etapa 2 multiplicacion: en esta fase, se realizan subcultivos para incrementar el

namero de propagulos.

Etapa 3 induccion de la raiz: esta etapa puede realizarse en el medio basal o afiadir

algun regulador de crecimiento, como auxinas para inducir el desarrollo de la raiz.

Etapa 4 aclimatacion: se realiza de forma gradual, de un ambiente de alta a baja
humedad y de baja a alta intensidad de la luz, para adaptar a la planta a las condiciones
ex vitro. Las plantas son transferidas a macetas con un substrato adecuado (arena,
turba, vermiculita, etc.) y adaptadas a condiciones de invernadero (George et al., 2008;
Leva y Rinaldi, 2012).

1.8.4 Tejido no diferenciado para la obtencién de compuestos bioactivos

El tejido no diferenciado, conocido como callo, se forma cuando las células se
multiplican de forma desorganizada. Al igual que la planta completa, los callos
sintetizan metabolitos secundarios que pueden ser de interés farmacologico, por lo que
se han considerado una estrategia para la obtencién de compuestos bioactivos. Una
de las ventajas de este sistema es que se pueden obtener metabolitos de interés sin
sacrificar la planta, lo que permite acelerar el proceso de obtencién, ya que no es

necesario esperar a que desarrolle la planta completa (Efferth, 2019).

A través del cultivo de callos se han obtenido diferentes metabolitos secundarios con
actividad farmacologica. Por ejemplo, los extractos de callo de las especies
Stenocereus queretaroensis y Leuchtenbergia principis presentaron actividad
antimicrobiana contra las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aerus (Gutierrez-
Rojo, 1993). El extracto metandlico de callo de Astrophytum myriostigma mostro
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actividad amebicida contra Entamoeba histolytica y antioxidante mediante el ensayo
de DPPH, con una concentracién inhibitoria media (Clso) menor de 100 ugmL*ty una
concentracion efectiva media (CEso) de 199.19 pug mL?, respectivamente (Garza-
Padron et al., 2010).

El perfil fitoquimico revel6 la presencia de triterpenos, esteroles, carbohidratos,
alcaloides, acidos fendlicos y flavonoides. Cabe mencionar que los metabolitos
presentes en el tallo de la planta de Astrophytum myriostigma tuvieron menor actividad
antioxidante, comparado con el cultivo in vitro y no sintetizaron acidos fendlicos y
flavonoides (Garza-Padrén et al., 2010). En otro estudio, los extractos etandlicos de
callo de las especies Opuntia streptacantha, O. megacantha y O. ficus-indica
exhibieron mayor actividad antioxidante y mayor contenido de compuestos fendlicos y
de flavonoides que la penca (Robles-Martinez et al., 2016).

1.8.5 Induccién de los metabolitos en el cultivo in vitro

Los elicitores o potenciadores son agentes fisicos, quimicos o biolégicos que pueden
desencadenar una reaccién de hipersensibilidad en las plantas y se dividen en bidticos
y abibticos. Los potenciadores bidticos incluyen componentes de la pared de hongos,
bacterias, sales, jasmonato, etileno, y los abidticos corresponden a temperatura,
metales pesados, luz UV y presién osmoética (Zhao et al., 2005). La aplicacién de
elicitores en el CTV permite incrementar el rendimiento de metabolitos, ya que inducen

la expresidon de genes en respuesta al estrés inducido (Efferth, 2019).

La union del elicitor a receptores especificos en la membrana plasmética de la planta
origina una cascada de transduccion de sefiales. La sintesis de metabolitos de defensa
comienza con la unién del elicitor a receptores especificos en la membrana plasmatica,
lo que activa diversos mensajeros. En primera instancia, la unién elicitor-receptor
activa a las proteinas G (GTP), que a su vez activa a la fosfolipasa C (PLC); dicha
enzima hidroliza enlaces fosfodiéster de los fosfolipidos, como el acido linolénico que

conlleva a la sintesis de acido jasménico (AJ). EI AJ actia como una molécula de
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sefalizacion para la induccidn de genes relacionados con la sintesis de metabolitos
secundarios (Efferth, 2019).

Por otro lado, la PLC también hidroliza el fosfatidil inositol difosfato (PIP2) produciendo
inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG), este ultimo activa a las proteinas cinasas
C (PKC) que activan proteinas mediante fosforilacion. Mientras que el IP3 activa
canales de calcio, incrementando asf, la concentracion de Ca*? intracelular(Narayani y
Srivastava, 2017). El calcio activa a la proteina calmodulina que estimula a proteinas
cinasas dependientes de calcio (CDPK). Estas proteinas cinasas fosforilan enzimas
relacionasas con la sintesis de metabolitos secundarios (Zhao et al., 2005; Narayani y
Srivastava, 2017).

Por otro lado, el calcio activa la NADPH oxidasa, que cataliza la conversion de oxigeno
al anion superdéxido y porteriormente, la produccién de peréxido de hidrogeno. El H202
ingresa a la célula y a bajas concentraciones, funciona como una molécula
sefalizadora para la induccion de la transcripcidon de proteinas implicadas en la
sintesis de metabolitos secundarios. La union elicitor-receptor, también activa canales
antiport H*/K* CI'. La entrada de H* y salida de iones K* y CI- origina la alcalinizacion
del medio y la acidificacion del citoplasma; esta disminucion del pH es un paso crucial
en la transduccion de sefales, dando lugar a la sintesis de metabolitos secundarios
(Zhao et al., 2005; Narayani y Srivastava, 2017)

La unién del elicitor a su receptor también activa proteinas MAPK, estas enzimas
pueden fosforilar proteinas implicadas en la sintesis de metabolitos secundarios y asi
promover su produccion. De igual forma, originan la sintesis de acido jasmonico y
etileno, segundos mensajeros para la sintesis de metabolitos secundarios (Zhao et al.,
2005; Narayani y Srivastava, 2017). En la Figura 2 se esquematiza el mecanismo de

sefalizacion que genera el elicitor dando lugar a la sintesis de metabolitos de defensa.

En cuanto a la elicitacion con luz UV, se han descrito tres mecanismos mediante los
cuales esta irradiacion induce la sintesis de metabolitos secundarios. El primero es la

activacion de las proteinas cinasas (MPK3/MPK®6), las cuales activan factores de
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transcripcion para la sintesis de metabolitos secundarios. La segunda es la ruta de
UVRS; esta es una proteina enriquecida en tript6fano, aminoacido aromatico que

absorbe la luz UV (cromoforo) (Chandra et al., 2012).

El UVR8 se encuentra en su forma inactiva como dimero y es monomerizado (forma
activa) cuando el cromoforo (Trp-285) capta la luz UV. El UVR8 activo interacciona con
la proteina COP1, comenzando la transduccién de sefales para la sintesis de enzimas
que participan en la formacion de metabolitos secundarios, particularmente
flavonoides. La tercera ruta es mediante la formacion de EROS, ya que a bajas
concentraciones funciona como molécula de sefalizacion para control de la muerte
celular, respuestas de hormonas y otros procesos celulares. La radiacion UV activa a
la NADPH oxidasa, dando lugar a la formacién de EROS y estos a su vez inducen la
sintesis de &cido salicilico, &cido jasmaonico y etileno, que funcionan como moléculas

sefalizadoras para la sintesis de metabolitos secundarios (Chandra et al., 2012).
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Figura 2. Mecanismo de
sefializacion para la sintesis de
metabolitos secundarios
inducido por elicitores. El elicitor
se une a su receptor y 1. activa
proteinas G (GTP), que a su vez
activa PLC. PLC hidroliza acido
linolénico que conlleva a la
sintesis de &cido jasmonico.
También  hidroliza el PIP:
produciendo IP3 y DAG. DAG
activa PKC que fosforila proteinas.
IP3 activa canales de calcio. El
Ca*?se une a CaMy activa CDPK;
activa NADPH oxidasa pruciendo
H.O, y EROS. 2. Se activan
canales antiport H*/K'/CI> se
acidifica el citoplasma. 3. Se
activan proteinas MAPK, que
originan produccion de &cido

jasmomico y etileno.
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Il. Antecedentes

Mamillaria candida pertenece al orden Caryophyllaceae y a la familia Cactaceae
(Hernandez y GOmez-Hinostrosa, 2015). Es una cactacea pequefia, con tallo globoso-
aplanado, las espinas radiales son largas, flexibles y numerosas (25 a 50), tiene de 4
a 12 espinas centrales divergentes, aciculares, rectas y rigidas; presenta flores
umbiliformes de color blanco verdosas a blancas con un ligero tono rosa y por sus
caracteristicas, ha sido empleada como planta ornamental (Bravo-Hollis, 1978). Se
encuentra distribuida en Nuevo Ledn, Zacatecas, Tamaulipas, Coahuila, Guanajuato,
San Luis Potosi y posiblemente en Durango (Hernandez y Gomez-Hinostrosa, 2015).
Esta cactacea, se encuentra en la Lista Roja de la UICN y estd considerada
amenazada (NOM-059-ECOL-2001).

Turbinicarpus laui Glass y Foster pertenece al orden Caryophyllaceae y a la familia
Cactaceae (Hunt et al., 2006). Consta de un tallo subgloboso-aplanado de color verde
azulado, que mide de 35 mm de didmetro y 15 mm de altura; tiene espinas radiales
rigidas, de 4 a 8 mm de longitud y centrales de 4 a 15 mm de longitud; presenta flores
infundibuliformes, es decir en forma de embudo, de color blanco con tintes rosados
(Martinez-Avalos et al., 2011). T. laui es una especie endémica de San Luis Potosi,
distribuida en los municipios de Cerritos y Villa Juarez. Las poblaciones de T. laui se
encuentran en decremento, por lo que es considerada una especie en peligro por la
IUCN (2013) y amenazada de acuerdo con la NOM-059-ECOL-2001.

En trabajos previos se describi6 la obtencion de callos y suspensiones de M. candida
y T. laui que producian pigmentos del tipo de las betalainas (Mata-Rosas et al., 2001;
Santos-Diaz et al., 2003). Posteriormente, se logro incrementar la produccion de
compuestos fendlicos, flavonoides y betalainas, asi como, la actividad antioxidante por
exposicidon polietilenglicol 1.25 %, sacarosa, luz UV y quitosano. Se observé que el
quitosano fue el potenciador que indujo la mayor sintesis de metabolitos tanto en M.
candida (176 + 12 pumol de acido galico g1, 106 + 0.25 pumol quercetina g?, 1457 +
5.35 pumol Trolox 100 g') como en T. laui (97.1 + 5.02 umol &cido galico g*; 39.7 +
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1.02 pumol gquercetina g%, 1457 + 9.02 pmol Trolox 100 g?) (Reyes-Martinez et al.,
2019).

En los callos control e irradiados de M. candida se identificaron 20 compuestos, los
cuales correspondieron a acidos fendlicos y flavonoides, siendo los mayoritarios
epicatequin dimetil galato, acido bis-hidroxi-cinamoil-quinico, acido diferuil quinico,
apigenin xilésido glucoésido, luteolin acetil glucésido y galoil rutinosa (Reyes-Martinez,
2019). En las suspensiones control y en las estimuladas con quitosano se identificaron
11 compuestos, que incluyeron dos derivados de neobetanina, epicatequin galato,
digaloil ramnosa, acido quinico, aconitico y un derivado de metil-(epi) galocatequina
(Reyes-Martinez et al., 2019).

Por otro lado, en las suspensiones de T. laui control y expuestas a quitosano se
identificaron 16 compuestos, los cuales fueron derivados de &cidos fendlicos vy
flavonoides glucosilados. En presencia de quitosano, se incrementé la concentracion
de un derivado de acido caféico, acatequin hexdsido, acido hidroxigalico y 17-

descarboxi neobetanina (Reyes-Martinez et al., 2019).

De los metabolitos identificados en M. candida y T. laui, los compuestos catequina,
epigalocatequin galato y sus derivados, acetil glucésido de luteolina y derivados de
galoil poseen actividad antioxidante, atribuido a la captacion de radicales libres y
disminucién de la peroxidacion de lipidos (Xie et al., 2018). Particularmente, un
derivado del acido dicafeoil quinico, el &cidol1,5-O-dicafeoil-3-O-(metil éster del acido
4-malico)-quinico, disminuy6 los niveles de MDA y NOS (6xido nitrico sintasa) e
incremento los niveles de glutation peroxidasa, en un ensayo in vivo en ratas inducidas

con una lesion isquémica cerebral (Chen et al., 2019).

También se ha reportado la actividad antiinflamatoria de catequina galato,
epigalocatequina y sus derivados, a través de la inhibicion de la produccion de TNFaq,
IL-8 y NFkp (Kirbitz et al., 2011). De igual forma, el flavonoide luteolina se ha reportado
como un potente antiinflamatorio, mediante estudios in silico, in vitro, in vivo y clinicos,

los cuales sugieren que su principal mecanismo de accion es la regulacion de factores
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de transcripcion como STAT3, NF-kB y AP-1(Aziz et al., 2018). Adicionalmente, se ha
reportado que el &cido quinico tiene efecto sobre la inflamacion vascular al inhibir TNF-

a y la sefalizacién de NFkB (Jang et al., 2017).

Igualmente, se ha observado que el acido-trans-aconitico posee actividad
antiinflamatoria, mediante la disminucion de la concentracion de la enzima
mieloperoxidasa (MPO) (Oliveira et al., 2018) y actividad antioxidante (Piang-Siong et
al., 2017). Cabe mencionar que los flavonoides eridioctiol y diosmetina, identificados
en suspensiones de T. laui, pese a que no fueron muy abundantes, poseen actividad
antioxidante al inhibir la producciéon de MDA vy regular las enzimas superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (Liao et al., 2014; Bai et al., 2019) y
actividad antiinflamatoria al disminuir la concentracion de las interleucinas IL-6, IL-4,
IL-18 (Jin Bai et al., 2019; Lee et al., 2020).

Es importante mencionar que, en el estudio realizado por Lee et al., (2020) se evalu6
la actividad de la diosmetina mediante la inhibicion de la MAP kinasa, activada con
LPS por diferentes vias (ERK1/2, p38, JNK, NF-k p65 y STAT1) y la inhibicion de
TNFa, observando que el tratamiento con diosmetina disminuyé la expresion de NFk3
p65, STAT1y TNFa.

En otro estudio se midi6 la actividad antioxidante mediante el ensayo de DPPH y la
actividad vasodilatadora de los metabolitos presentes en los cultivos in vitro de M.
candida de T. laui, en anillos de aorta de rata (Reyes-Martinez et al., 2019, Reyes-
Martinez et al., 2021). El porcentaje de dilatacion de los extractos de callos de M.
candida irradiados con luz UV fue de 99 % a una concentracion de 100 pg mLy para
la suspension expuesta a quitosano fue de 85 % a una concentracion de 50 pgmL-1.
Para el caso de T. laui, el porcentaje de dilatacion fue de 51.06 % con los extractos de
suspensiones expuestos a quitosano y de 91.6 % con los callos irradiados, a una dosis
de 25 pgmL-(Reyes-Martinez et al., 2021). El Cuadro 1 resumen algunos de los
metabolitos identificados en M. candida y T. laui y los reportes como antioxidantes y

antiinflamatorios.
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Cuadro 1. Actividad antioxidante y antiinflamatoria de metabolitos identificados

en callos y suspensiones estresados de M. candiday T. laui

Compuesto Bioactividad/ Ensayo Mecanismo Dosis Cita
Acacetina 1. Induccién con LPS en 1. Incremento de HO-1 1. 50 mg kg (Wu etal.,
PMVECs 2018; Wu et al.,
2.9 x10* mg mL* 2020)

2. Linea celular endotelial de
humano EA hy926

2. Inhibicién de TNFa, IL-
1B. Incremento de HO-1

Acido quinico

Antioxidante: ensayo HPMC  Potencial antioxidante 4 %
(ensayo electroquimico)

Linea celular de musculo liso
vascular "MOVAS". Ensayo de Inhibicion de MAPK y NF-
adhesion de monocitos

Inhibicion de VCAM-1

kB

1x104-10x10? mg

mL1

(Karaman et al.,
2019)

(Jang et al.,
2017)

Acido-trans- Ensayo DPPH Captador de radicales 1.22x102 mg mL-  (Piang-Siong et
aconitico libres }(Clso) al., 2017)
Acido-trans- Modelo de artritis aguda Disminucion de MPO y 0.003-3 mg mL*  (Oliveira et al.,
aconitico y inducido con LPS CXCL1 2018)
derivados
Apigenin-7- DPPH, ensayo oxidacion de  Expresién de HO-1, 0.001, 0.09, 0.2 mg (Wang et al.,
glucosido proteinas, produccion de ROS produccion de SOD mL? 2020)
y SOD
FRAP, DPPH, quelacion de (Xie et al.,
) Fe*2, ABTS 2018)
Catequin galato
Células PancTu-I estimuladas Inhibicion de TNFa, NFkB, 0.035 mg mL? (Kdrbitz et al.,
con TNFa IL8 2011)
Hemdlisis de eritrocitos Disminucion de MDA, 0.1 mg mL? (Liao et al.,
) ) inducida con AAPH, ensayo deregula SOD, CAT, GPx. 2014)
Diosmetina la actividad antioxidante
celular
Células raw 264.7 inducidas  Disminucién de IL-6, IL-18, 0.06 mg mL! (Lee et al.,
con LPS o IL-4 NO, iNOS, suprimio 2020)
fosforilacion de MAPK
Actividad de NADPH oxidasa, Incremento de SOD, 0.004y 0.007 mg (Jin Bai etal.,
o SOD, MDA, determinacion de disminucion de MDA, mL?t 2019)
Eridioctiol ROS intracelular inhibicién de NADPH

Linea celular humana MCs

oxidasa

Inhibicion de TNFa, IL-1B,

IL-6

—
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lll. Justificacion e Hipotesis

3.1 Justificacioén

El incremento del desarrollo y muertes por las ECNT ha generado una emergencia
sanitaria, por lo que se requiere buscar alternativas farmacologicas y no
farmacoldgicas para aminorar este problema a la salud (OMS, 2022). Se ha descrito
gue la ingesta y/o tratamiento con agentes antioxidantes y antiinflamatorios exégenos

mejora la sintomatologia de las ECNT.

Las plantas, tales como las cactaceas, han sido empleados desde antafio en la
medicina tradicional y representan una opcion para la busqueda de tratamientos con
dichas caracteristicas (Hernandez et al., 2003; Das et al., 2020). El uso indiscriminado
de los recursos naturales puede llevar a un desabasto del material requerido para la
obtencion de los principios activos. EI CTV es una herramienta que permite garantizar
una dotacion constante de plantas para obtener compuestos con actividad
farmacoldgica, incluso en mayores concentraciones en comparacion con la planta

completa, (Santos-Diaz y Camarena-Rangel, 2019) sin dafiar la poblacién natural.

Dado que los extractos de cultivos in vitro de las cactaceas M. candida y T. laui
sintetizan compuestos polifendlicos con actividad antioxidante in vitro (DPPH) (Reyes-
Martinez et al., 2019), constituyen una alternativa viable para estudiar sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias que puedan coadyuvar a minorizar el problema actual
a la salud previamente descrito. Es importante mencionar que para determinar el
potencial antioxidante de una sustancia y/o extracto, es imprescindible realizar mas de
un ensayo (Hermans et al., 2007). Por ello, para confirmar el reporte previo de la
actividad antioxidante de los cultivos de M. candida y T. laui, en este proyecto se
evaluaron otros dos ensayos de actividad antioxidante. Ademas de contribuir a un
problema actual a la salud, se espera que este trabajo contribuya a incrementar el valor

agregado de los cultivos in vitro de cactaceas.
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3.2 Hipotesis

Los cultivos in vitro de las cactaceas M. candida y T. laui sintetizan metabolitos con

importante actividad antioxidante y antiinflamatoria.

V. Objetivos

4.1 General

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de metabolitos producidos por
cultivos in vitro de M. candida y T. laui para el aprovechamiento de cactaceas en la

bldsqueda de alternativas fitoterapéuticas para las ECNT.

4.2 Particulares

1. Inducir la sintesis de metabolitos en callos de M. candida y T.laui. mediante
radiacion UV (estrés abidtico) y quitosano (estrés bidtico).

2. Evaluar el rendimiento de la obtencion de metabolitos en extractos de callos y
suspensiones controles y estresados, de M. candida y T. laui.

3. Cuantificar la actividad antioxidante in vitro de los extractos de M. candida y T.
laui mediante el ensayo de FRAP.

4. Determinar la capacidad antioxidante in vivo de los extractos de M. candiday T.
laui a través de la inhibicion de la peroxidacion lipidica (MDA), mediante el
ensayo de TBARS.

5. Determinar la capacidad antiinflamatoria in vitro de los extractos en células
polimorfonucleares de bazo de rata inducidas con LPS.

6. Determinar la capacidad antiinflamatoria in vivo de los extractos potenciales, en
un modelo de inflamacién aguda inducido por carragenina en la aponeurosis

plantar posterior izquierda de rata.
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V. Metodologia

5.1 Produccién de metabolitos en callos de M. candida y T. laui

Esta parte experimental se llevé a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales (CTV) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de

San Luis Potosi.
5.1.1 Condiciones de cultivo de M. candida y T. laui

Los callos de M. candida y T. laui se obtuvieron del banco de germoplasma del
Laboratorio de CTV. Para su cultivo se emple6é el medio Murashige y Skoog, MS
(Murashige y Skoog, 1962) adicionado con sacarosa 30 g L. Para solidificar el medio
se afiadieron 8.4 g L' de agar. Los callos de M. candida se cultivaron en medio MS
con 3 mg L de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a un pH final de 7.0. Los callos
de T. laui se cultivaron en medio MS con 1 mg L de acido indolacético (AlA) con un
pH final de 7.5 (Reyes-Martinez, 2019). Los cultivos se incubaron a 25 °C en un cuarto
de crecimiento, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. Los callos
se resembraron cada 30 dias para su propagacion.

5.1.2 Establecimiento de suspensiones celulares

Se colocaron aproximadamente entre 2 y 3 g de callo friable de M. candida y T. laui en
50 mL de medio liquido MS con 3 mg L*de 2,4-D y 1 mg L't de AIA, respectivamente.
Para M. candida se mantuvo un pH final de 7.0 y para T. laui de 7.5. Las suspensiones
se mantuvieron en agitacion constante a 135 rpm en un agitador orbital y se realizaron

resiembras cada 15 dias (Reyes-Martinez, 2019).
5.1.3 Induccidn del estrés bidtico con quitosano

Para analizar el efecto del estrés bidtico inducido con quitosano, se colocaron 5
gramos de suspension celular en 50 mL de medio MS (n=16). Las suspensiones se

cultivaron en oscuridad con agitacion constante a 135 rpm durante 12 dias.
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Posteriormente, a cada matraz (n=8) se le adicionaron 1.25 mg mL*y 2.5 mg mL* de
quitosano para M. candida y T. laui, respectivamente. Los matraces de mantuvieron
en oscuridad con agitacién constante por 24 h (Reyes-Martinez et al., 2019). Una vez
transcurrido el tiempo, las células se colectaron mediante filtracion, empleando un
papel filtro Whatman y se distribuyeron en tubos conicos. La masa celular se liofilizo
en un liofilizador Labconco, FreeZone 4.5, a -45 °C y 0.12 mBar de presion.

Posteriormente, se almacen6 a -20°C hasta su analisis.
5.1.4 Induccién del estrés abidtico con luz UV

Se colocé 1 gramo de callo friable en 20 frascos de cultivo y se mantuvo en la camara
de crecimiento durante 35 dias. Una vez transcurrido el tiempo, los callos (n=10) se
distribuyeron en cajas de Petri sin tapa y se irradiaron con una ldmpara UV (modelo
UVGL-551 UVP, 254 nm) a una distancia de 15.5 cm. Para M. candida el tiempo de
irradiacion fue de 4 h, mientras que para T. laui de 8 h ya que a estos tiempos cada
especie presentd mayor produccion de compuestos fendlicos (Reyes-Martinez, 2019).

Los callos se colectaron en tubos conicos, se liofilizaron y almacenaron a -20°C.
5.2 Extraccién de compuestos fendlicos

Para la extraccion de compuestos fendlicos, el liofilizado de callos y suspensiones se
coloco en tubos conicos de 50 mL y se adicion6 etanol al 60 % (0.05 g ps mL™?). Se
homogeniz6 con ayuda de un vortex, se agité a 25 rpm, en un agitador Unico Tube
Rocker, durante 6 horas a temperatura ambiente, y se mantuvo en reposo toda la
noche. El extracto hidroalcohdlico se filtrg, utilizando un papel filtro Whatman,
posteriormente el etanol se elimindé en un horno a 40 °C y el agua restante se liofilizd

(liofilizador Labconco, FreeZone 4.5) a -45 °C y 0.12 mBar de presion.
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5.3 Evaluacién de la actividad antioxidante de los extractos de M. candiday T.
laui.

Esta parte experimental se llevd a cabo en el laboratorio de Recursos Bidticos del
Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas de la Universidad Autbnoma de San

Luis Potosi.
5.3.1 Ensayo FRAP

Para evaluar la actividad antioxidante in vitro de los metabolitos de M. candida y T. laui
se realizé el ensayo FRAP de acuerdo con el procedimiento propuesto por Benzie y
Strain (1999), con adaptaciones para una microplaca de 96 pozos. Este ensayo se
fundamenta en el poder reductor de una molécula al reducir el Fe3* a Fe?* del complejo
TPTZ-Fe*® (Benzie y Strain, 1999).

Los extractos hidroalcohdélicos de ambas especies se evaluaron en concentracion de
1 mg mL* y para los extractos mas activos, la actividad antioxidante se determiné a
través de una curva dosis-respuesta en escala logaritmica de 0.1, 1, 10 y 100 pg mL"
L. El reactivo FRAP se prepardé mezclando buffer de acetato de sodio 300 mM (pH 3.6),
tripiridil triazina (TPTZ, 10 mM; Sigma-Aldrich, T1253-1G) disuelto en HCI (40mM) y
una solucion de FeCls.6H20 (20 mM) en una proporcion 10:1:1 (volumen). Como
controles positivos se utilizaron vitamina E y &cido galico en concentraciones de 1 mg
mL1y 100 pg mL?, respectivamente. Como estandar se utilizé Trolox (Sigma-Aldrich,

238813-1G) y como blanco el extracto sin reactivo de FRAP.

Para medir la capacidad reductora de los tratamientos, se tomé una alicuota de 20 pL
del extracto o control positivo, se mezclaron con 280 uL del reactivo de FRAP y se
incubaron en oscuridad, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Posteriormente,
se midio la absorbancia en un lector de microplacas MultiSkan, utilizando un filtro de
595 nm. Se construy0d una curva de calibracion con una solucién de Trolox en

concentraciones de 0 a 0.14 pmol mL2.
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Las calcul6 el promedio de las absorbancias y se realizaron correcciones con el blanco

de muestra y el blanco de FRAP, de la siguiente forma:
Absorbancia corregida=A-B-C

Donde A: absorbancia de la muestra; B: absorbancia del blanco de muestra; C:

absorbancia del blanco de FRAP.

Finalmente se calculd la concentracién de equivalentes Trolox (ET) con ayuda de la
ecuacion de la recta. Los resultados se expresaron como pumol equivalentes de Trolox

por g de muestra (umol ET g muestra™).

5.4 Determinacion de la capacidad antioxidante in vivo de los extractos de M.

candiday T. laui através de la inhibicion de la peroxidacién lipidica (MDA).

Esta parte experimental se llevo a cabo en el laboratorio de Recursos Bidticos del
Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas de la Universidad Autbnoma de San

Luis Potosi.

5.4.1 Ensayo de TBARS.

Se realiz6 la cuantificacion de MDA in vivo, de acuerdo con las especificaciones del kit
TBARS (Cayman). Se utilizé como material biolégico el suero obtenido del ensayo 5.8

de inflamacion aguda in vivo (estrés oxidativo inducido por carragenina).

De forma general, en un tubo conico de 15 mL se mezclaron 100 pL de muestra o
estandar con 100 pL de solucion SDS (dodecil sulfato de sodio) y 4 mL del reactivo de
color. En seguida, los tubos se taparon y se colocaron en un bafio de agua hirviendo
durante una hora. Posteriormente, los tubos se retiraron y colocaron en un bafo de
hielo durante 10 minutos, para detener la reaccion. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron durante 10 minutos a 2850 rpm a 4 ‘C. Después, se tomaron 150 pL del
sobrenadante de cada tubo y se colocaron en la microplaca de 96 pozos, por triplicado.

Se midi6 la absorbancia usando un filtro de 540 nm.
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Se construyo una curva del estandar MDA en concentraciones de 0 a 50 uM. Se obtuvo
el promedio de las absorbancias, realizando una correccion con el blanco de MDA (0
pUM). Posteriormente, se calculd la concentracion de MDA de los tratamientos,

utilizando la ecuacioén de la recta.

5.5 Evaluacion de la capacidad antiinflamatoria in vitro de los extractos
hidroalcohélicos de las especies vegetales en células polimorfonucleares de
rata Wistar

Esta parte experimental se llevd a cabo en el laboratorio de Recursos Bidticos del
Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas de la Universidad Autbnoma de San

Luis Potosi.

5.5.1 Modelo in vitro de inflamacion aguda

Se evalud el efecto antiinflamatorio de los extractos hidroalcohélicos de los cultivos
mas activos derivados del ensayo antioxidante FRAP de M. candida y T. laui, mediante

un modelo de inflamacion aguda.

Se utilizaron como unidades experimentales ratas macho de la cepa Wistar de 250 g
de peso corporal. Las ratas se anestesiaron con una sobredosis de pentobarbital (210
mg Kg1), por via intraperitoneal (IP). Se realizé la diseccion del bazo, bajo condiciones
estériles, en una campana de flujo laminar serie A2. Para llevar a cabo a disgregacion
celular, el bazo se macer6 en 6 mL de medio RPMI-1640 (Gibco BRL) con ayuda de
un strainer (45 um, BD Falcon). La suspension celular se centrifug6 en tubos cénicos
estériles (Corning) de 15 mL a 1500 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C.
Se decant6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 1.5 mL de solucion
de lisis estéril (EDTA, NH2Cl y KHCOg3) durante 1 minuto para eliminar las células rojas.
Se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el sobrenadante se eliminé por
decantacion. Para eliminar las células de rojas remanentes, se realiz6 un segundo
lavado con medio RPMI-1640 y solucion de lisis en proporcion 2:1 (v/v). Esta
suspension se centrifugd nuevamente como se describié anteriormente. Finalmente,

el sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendié en 1 mL de medio
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RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 10 %, 2 mM de L-glutaminay 1mM

de aminoacidos no esenciales, con un pH de 7.

5.5.2 Determinacion de la viabilidad celular

Una vez obtenida la suspension celular (sc), se determino la viabilidad celular usando
azul de tripano el cual permite diferenciar las células viables (no tefiidas) de las no
viables (tefiidas). Para ello, se mezclaron 20 pl de sc con 970 pl de medio
suplementado y 10 ul de azul de tripano al 0.4 %. Las células no tefiidas se contaron
en ocho cuadrantes en cadmara de Neubauer y el nimero de células se ajusté para
tener una concentracion stock de 2x10° células mL. Esta solucién stock se usé para

establecer los cultivos celulares (1 x10° células mL* en cada pozo).
5.5.3 Induccion del modelo de inflamacion aguda

Para esta parte experimental se utiliz6 como agente inductor de inflamacién aguda el
lipopolisacarido (LPS; Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de (1 pg mL?t) y como
agente antiinflamatorio el farmaco de referencia Indometacina a una concentracién de

5 ug mL?

Para evaluar la capacidad antiinflamatoria de los extractos vegetales se establecio
como estrategia experimental los tratamientos que se describen en el cuadro 2. Se
evaluaron los extractos de callo de M. candida (ECMC) y suspensiones de M. candida
(ESMC) y T. laui (ESTL), control y estresados, disueltos en medio RPMI-1640 con
DMSO 1 % en concentraciones de 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg mL™.

Los cultivos celulares se establecieron en placas estériles de cultivo de fondo plano de
12 pozos (Costar). Primeramente, se adicionaron 500 pL del stock de células, para
tener una concentracion final de 1x10° células mL?t. Los pozos del grupo de
inflamacién se estimularon con 1uL de LPS (1 pg mL?). A cada se pozo se le
adicionaron 50 pL de cada tratamiento por triplicado de manera independiente.
Finalmente, el volumen de los pozos se ajustdé a 1 mL con medio RPMI-1640

suplementado y las placas se incubaron a 37 °C en una atmosfera de CO:z al 5 %
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durante 12 horas. Las células se despegaron de forma manual y, tanto las células
como el medio de cultivo, se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min. El sobrenadante se congel6 a -20 °C para la
posterior cuantificacion de TNFa mediante el ensayo ELISA.

Cuadro 2. Disefio experimental de inflamacion aguda in vitro.

Grupo control Grupo de inflamacién
Control de células Células + LPS
Control DMSO 1 % Indometacina 5 ug mLt+ LPS
ECMC ECMC + LPS
ESMC ESMC + LPS
ESTL ESTL
ECMC/UV ECMC/UV + LPS
ESMC/quitosano ESMC/quitosano + LPS
ESTL/quitosano ESTL/quitosano + LPS

ECMC: extracto de callo de M. candida; ESMC: extracto de suspension de M. candida; ESTL: extracto
de suspension de T. laui.

5.6 Evaluacién de la capacidad antiinflamatoria in vivo de los extractos

hidroalcohdlicos de las especies vegetales en ratas macho de la cepa Wistar
5.6.1 Modelo in vivo de inflamacion aguda

Se utilizaron 20 ratas macho adultas de la cepa Wistar, con un peso promedio de 250g.
Los animales fueron adquiridos en el Centro de Biociencias de la UASLP y fueron
tratados de acuerdo con Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Las ratas se

distribuyeron de manera independiente y completamente al azar y se dejaron en
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adaptacion en la unidad de modelos animales del Instituto de Investigacion de Zonas
Desérticas durante 5 dias con libre acceso de agua y alimento en un cuarto con

temperatura controlada de 22 + 1 °C, con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas.

Se seleccionaron los extractos de callos estresados y suspensiones de M. candida
(MU y MS, respectivamente). Los tratamientos se administraron via i.p una hora antes
de la induccién del edema, con el fin de favorecer la absorcion del extracto y su efecto
antiinflamatorio. Para inducir el edema de manera experimental se utilizé carragenina
lambda IV (Fluka) al 1 %. La solucion de carragenina se prepar6o al 1 % con solucion
salina al 0.9 %. Se administré un volumen de 0.2 mL de la solucién de carragenina 1

% en la aponeurosis plantar izquierda (APPI) de la rata con aguja de insulina.

Se emplearon un total de 20 ratas (4 por grupo), distribuido de la siguiente manera:

e Grupo 1, control negativo: Solucién salina fisiologica (SSF) 0.9 %.

e Grupo 2, control de inflamacion: carragenina al 1 %.

e Grupo 3, control antiinflamatorio: indometacina en dosis de 0.1 mg Kg* +
Carragenina al 1 %

Grupo 4, tratamiento 1: MU + carragenina al 1 %.

Grupo 5, tratamiento 2: MS + carragenina al 1 %.

Después de 4.5 horas (tiempo en el que se presenta el punto maximo de inflamacién
inducido por carragenina de acuerdo con Guzman-Guzméan (2010), se tomaron
muestras de sangre de la vena caudal de la rata (1 ml) por la técnica de goteo. Las
muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos, para separar el suero. Se

tomaron tres alicuotas de suero y se almacenaron a -20 °C.

Una vez tomadas las muestras sanguineas, a las ratas control de inflamacion se les
administr6 via i.p una dosis de indometacina (0.1 mg Kg?), para disminuir la

inflamacion.
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5.6.2 Cuantificacion de la secrecion de TNFa

Se utilizé el kit de ELISA de TNFa (Lote 0414073, Peprotech). El experimento se
desarrolld siguiendo las indicaciones del inserto del kit. En una microplaca de 96 pozos
se adicionaron 100 pL del anticuerpo primario o de captura purificado (1 pg mL™? en
PBS 1X) y se incub6 a temperatura ambiente durante la noche. Al finalizar este tiempo,
la placa se lavo cuatro veces con el buffer de lavado (PBS 1X/ 0.05 % Tween 20; BL).
Después se adicionaron 300 pL de solucion bloqueadora (PBS 1X/ 10 % suero fetal
bovino, SFB Gibco BRL) y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante una

hora.

Una vez transcurrido el tiempo, la placa se lavé con BL, se adicionaron a cada pozo
100 pL de la muestra o estandar por triplicado y de manera independiente, y se incub6
durante dos horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con BL, a cada pozo
se agregaron 100 pL de anticuerpo secundario o de deteccién (0.50 ug mL) disuelto
en la solucion diluyente (PBS 1X/ 0.05 % tween 20/ 1 % SFB; SD) y se incub6 durante
dos horas a temperatura ambiente. La placa se lavé con el BL y se adicionaron 100 pL
del conjugado de avidina-HRP (1:2000 en SD), se incub6 por 30 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad.

La placa se lavo con BL, posteriormente se agregaron 100 uL de ABTS (2,2-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico) / H20230 % a cada pozo. Después de 30 minutos
de reaccion, se determiné la densidad Optica mediante el lector de microplacas para
ELISA (Multiskan Ascent) a una longitud de onda de 405 nm. Se construyé una curva
de calibracion con el estandar TNFa en concentraciones de 0-3000 Pg mL™2. Los
resultados se compararon con la curva de TNFa, y con base en la ecuacion de la recta,
se calcul6 la concentracion de citocina presente en los sobrenadantes de los cultivos

celulares y sueros.
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5.7 Andlisis estadistico

Se realiz6é una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y homocedasticidad de Levene.
Para los casos de cumplimiento de normalidad y homogeneidad de varianza, se aplico
un analisis de varianza de una via (ANADEVA) seguida de una prueba Post Hoc de
Tukey para determinar si existen diferencias significativas. Para los casos donde no se
cumplié normalidad, se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida
de una prueba Post Hoc de Dunn. Se consider6 como valor de significancia una p <
0.05. Se empled el software R version 3.4.4 (R Core Team, 2014).
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VI. Resultados y discusion

6.1. Propagacion de callos y suspensiones de M. candida y T. laui

Los callos de M. candida y T. laui se propagaron para tener material suficiente para los
experimentos. Se inicid con 10 frascos para cada especie logrdndose obtener 45
frascos en un periodo 30 semanas (Figura 3a, b). Los callos de M. candida, tuvieron
un aspecto friable lo cual era esencial para obtener suspensiones celulares finas. En
el caso de los callos de T. laui se obtuvieron callos compactos. Después de seis
resiembras, una vez que se incrementé el pH final a 7.5, los callos tomaron un aspecto
friable (Figura 3c). En la obtencién de un callo friable intervienen distintos factores
como la fuente de carbono, los reguladores de crecimiento y el pH (Jayaraman et al.,

2014). Por esto, al modificar el pH, se obtuvo un callo friable.

Figura 3. Aspecto de callos de M. candida y T. laui a) callo friable de M. candida, b) callo

compacto de T. laui. ¢) callo friable de T. laui.

Los callos de M. candida se colocaron en medio liquido y se obtuvieron suspensiones
finas después de dos resiembras. Las suspensiones presentaron tonalidad roja y

rapido crecimiento (Figura 4a).

En cuanto a T. laui, las suspensiones iniciales presentaron agregados celulares (Figura
4b), ya que los callos no eran muy friables. Una vez obtenido un callo friable de T. laui,




las suspensiones presentaron células disgregadas y después de 3 resiembras se
obtuvieron suspensiones finas con una tonalidad roja (Figura 4c). Para la obtencion de

una suspension fina se requiere un callo friable ya que un callo compacto no favorece

la division celular (Ifeomay Eneobong, 2008)).

Figura 4. Suspensiones de M. candida y T. laui. a) Aspecto de suspensiones finas de M.

candida, b) Agregados celulares de T. laui en medio liquido, ¢) Suspensiones finas de T. laui.

6.2 Induccién y rendimiento de los metabolitos secundarios en callos de M.

candiday T.laui mediante estrés biético (quitosano) y abiotico (radiacion UV)

6.2.1 Induccidn de estrés bidtico y abidtico

Con el fin de incrementar la produccién de antioxidantes, los callos de M. candida (n=5)
y T. laui (n=7) se irradiaron con luz UV. Después de la irradiacion presentaron un
aspecto menos hidratado debido a la deshidratacion causada por la corriente de aire
de la campana de flujo laminar (Figura 5 a, d). De los callos de M. candida y T. laui
irradiados se obtuvo un peso fresco de 19.22 g y 37.41 g, respectivamente. El peso
fresco de los callos control (sin irradiar) de M. candida fue 14.95 gy de T. laui 23.94 g
(Cuadro 3).
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Figura 5. Estrés biotico y abidtico en callos y suspensiones de M. candida y T. laui. a)
aspecto de callo de M.candida expuesto a radiacion UV 4 h. b) suspension control de M.
candida, c) suspensién de M. candida expuesta a quitosano (1.25 mg mL™) por 24 h, d) aspecto
de callo de T. laui expuesto a radiacion UV 8 h, e) suspension control de T. laui, f) suspension

de T. laui expuesta a quitosano (2.5 mg mL™) por 24 h.

En ambos tipos de cultivo (callo y suspensiones), se obtuvo un mayor peso fresco en
los cultivos estresados, ya que el uso de elicitores es una estrategia para incrementar
el crecimiento celular y el contenido de metabolitos secundarios (Mathew y Deepa
Sankar, 2014). Una vez liofilizado el material fresco de callos y suspensiones, se

obtuvo una reduccién del peso de entre 13 y 24 veces (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Peso fresco y seco, peso de extracto y porcentaje de rendimiento de

extraccion de cultivos in vitro de M. candida y T. laui

Especie Tratamiento Peso Peso Peso Rendimiento
fresco seco (g) extracto (%)
(9) (9)
M. candida  Suspension 66 4.77 1.39 29.17
M. candida Quitosano 52.84 2.92 1.10 37.63
M. candida Callo 14.95 1.81 0.96 53.02
M. candida uv 19.22 2.62 1.28 49.07
T. laui Callo 23.94 4.25 2.05 48.19
T. laui uv 37.41 5.03 2.87 57.09
T. laui Suspension 15.24 0.98 0.25 22.5
T.laui Quitosano 15.96 1.12 0.40 40.5

6.2.2 Extraccién de compuestos fendlicos

Los extractos de las suspensiones presentaron un color rojizo, mientras que el de los
callos una tonalidad entre verde y amarillo (Figura 6). El rendimiento de las
extracciones fue alrededor de 22 - 57 % (Cuadro 3). El rendimiento de una extraccioén
aporta informacién sobre los metabolitos que se obtuvieron de un material vegetal. Se
destaca que el rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos en los callos

controles e irradiados fue mayor al de las suspensiones control y estresadas.

Figura 6. Filtracién y apariencia de los extractos hidroalcohdlicos de suspensiones y

callos, control y estresados, de M. candiday T. laui.
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6.3 Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo FRAP

En el ensayo FRAP se evalla la capacidad del antioxidante para ceder un electron en
la reaccion, reduciendo el ion férrico (Fe*3) del complejo [Fe(ll)-(TPTZ)2] 3+ al ion
ferroso (Fe?*), generado un color morado intenso (Benzie y Strain, 1999). La curva
estandar de Trolox presenté un comportamiento lineal con una r?2 de 0.9914 (Figura
7a), observandose el aumento del color morado en las placas al incrementar la

concentracion del estandar Trolox (Figura 7b).

Los extractos de M. candida presentaron mayor actividad antioxidante (AO) que los
extractos de T.laui y para ambas especies, los extractos de las suspensiones
mostraron mayor actividad AO que los callos (Figura 8). El extracto de las
suspensiones control (sin estimulo) de M. candida (MS) present6 la mayor actividad
AO (97.79 + 3.63 umol ET g de muestra™) seguido del extracto de las suspensiones
estresadas con quitosano (MQ; 72.51 £ 0.27 umol ET g de muestra). Se observé que
la actividad AO de MS fue 1.2 veces mayor que la vitamina E y 1.5 veces menor que
el acido gélico (p < 0.05). Por otro lado, la actividad AO de MQ no tuvo diferencia
significativa con la vitamina E (p > 0.05). En cuanto a los extractos de los callos de M.
candida, no se observo diferencia significativa en la actividad AO (p > 0.05) entre los
callos control e irradiados.
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Figura 7. Ensayo FRAP. a) Curva de calibracion con el estandar Trolox. b) aspecto de la
microplaca con la curva Trolox y los tratamientos, se observa el incremento del color morado

al aumentar la concentracion del Trolox (cuadro rojo).
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Figura 8. Actividad antioxidante (FRAP) de los extractos de los cultivos de T. laui y M.
candida. Las barras representan el promedio = DE (n = 3) de los tratamientos. Las letras
indican diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05). Prueba Kruskal-Wallis y Post
Hoc de Dunn. AG: acido galico; VE: vitamina E; TC: T. laui, extracto de callo control; TU: T.
laui, extracto de callo irradiado; TS: T. laui, extracto de suspensién control; TQ: T. laui, extracto
de suspensién con estrés; MC: M. candida, extracto de callo control; MU: M. candida, extracto
de callo irradiado; MS: M. candida, extracto de suspension control; MQ: M. candida, extracto

de suspension con estrés.

Reyes-Martinez et al., (2019) evaluaron la actividad antioxidante de los cultivos de M.
candida y T. laui por el método de DPPH, observando mayor actividad AO en los
cultivos de M. candida. Encontraron que la actividad AO en callos irradiados fue mayor
gue en el control y que en el extracto de la suspensién de M. candida expuesta a
quitosano. Estas diferencias podrian ser atribuidas al mecanismo de accion de los
antioxidantes. En el ensayo FRAP el mecanismo de reaccion de un antioxidante se
enfoca en la transferencia de un electrén (TE) al oxidante, mientras que en el ensayo
por DPPH se basa en la capacidad del antioxidante para estabilizar un radical, ya sea
por la transferencia de un electron (TE) o de un &tomo de hidrégeno (TAH) (Shahidiy
Zhong, 2015).
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La importante AO de los extractos podria atribuirse a los diferentes compuestos
presentes en los extractos tales como epicatequin dimetil galato, catequin galato,
derivado de digaloil glucésido y galoil rutinosa presentes en los callos y suspensiones
de M. candida y al contenido de &cido hidroxigalico presente en las suspensiones de

T. laui.

El &cido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico), es uno de los antioxidantes mas
potentes que ademas tiene actividad anticancerigena y antiinflamatoria (Jinrong Bai et
al., 2021). Velderrain-Rodriguez et al., (2018), reportaron que el acido galico present6
mayor actividad antioxidante FRAP (320 + 0.024 pmol ET mol de antioxidante™) en
comparacién con otros polifenoles como la quercetina, rutina, acido elagico y acido
ferdlico, o extractos de polifenoles de la cascara de mango ataulfo. Se ha descrito que
el AG tiene como mecanismo de reaccion antioxidante la transferencia de un electron
(Velderrain-Rodriguez et al., 2018).

Posteriormente, se realizé una curva dosis-respuesta con la finalidad de conocer que
la concentracion del extracto presentaba mayor actividad AO (Figura 9). Se observé
gue concentraciones menores a 10 pug mL™* no presentaron AO o fue muy pequefia en
todos los extractos. A valores mayores de 100 ug mL* se incrementé rapidamente la
AQ, principalmente con los extractos de MS y MQ (Figura 9).

6.4 Actividad antiinflamatoria in vitro

El Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una de las citocinas proinflamatorias mas
importantes, pues participa en la vasodilatacion, formacion del edema, expresion de
moléculas de adhesién, ademéas contribuye a la sintesis de otras citocinas
proinflamatorias, como IL-6 ( Zelova y HoSek, 2013; Kalliolias y lvashkiv, 2016) y por

ello, es uno de los marcadores de inflamacién mas utilizados.

Antes de iniciar la determinacién del TNFa se realiz6 una curva de calibracion
obteniéndose un R? de 0.9953 (Figura 10).
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El LPS usado como inductor se une al receptor tipo toll 4 (TLR4) de los macroéfagos,
activando el NFkp y proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), induciendo
la sintesis de citocinas proinflamatorias, como TNFa, IL-6 e IL-1(Cao et al., 2019).
Después de la induccién con LPS en concentracion de 1 pg mL* por 12 h, se
incrementd la concentracion de TNFa un 33 % con relacion al control (CC). Los
resultados obtenidos fueron semejantes a lo reportado por Lee et al., (2020), donde el
LPS incrementd aproximadamente un 50 % la concentracion de TNFa en macrofagos

RAW264.7, en comparacién con el grupo control.

Es importante destacar que la concentracion de LPS, el tiempo de estimulo, asi como
el tipo de macréfagos empleados influyen en la concentracion de TNFa. En este trabajo
se observo que el incremento de TNFa varia con el tiempo, ya que a las 12 h
incrementd la concentracion de TNFa, pero a las 24 h no se observé este incremento
(datos no mostrados). Dicho efecto también fue descrito en macréfagos peritoneales
de raton por Arteaga-Figueroa (2018). En otros estudios de inflamacién, con
macréfagos RAW?264.7 las dosis de LPS variaron entre 1-100 pg.mL* con 24 h de
estimulo (Wu et al., 2016; Cao et al., 2019;Lee et al., 2020).

El ensayo en presencia de los extractos mostro diferencias significativas en la actividad
antiinflamatoria entre ellos (p < 0.05; Figura 11). El extracto MU presentd la mayor
actividad antiinflamatoria, y a una concentraciéon de 1000 pg mL* disminuy6 92 % la
concentracion de TNFa, comparada con el grupo de inflamacion (p < 0.05). Siguieron
en actividad antiinflamatoria los extractos MS, TS y TQ, que disminuyeron 53 % la
concentracion de TNFa. La actividad antiinflamatoria de los extractos MS, TSy TQ no
fue estadisticamente diferente de la indometacina (p > 0.05), mientras que la de los

extractos MC y MQ fue igual al control de células (p > 0.05; Figura 11).
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Figura 11. Actividad antiinflamatoria in vitro de extractos de cultivos de callos y
suspensiones de M. candida y T. laui (1000 pg mL™?) en células PMN de bazo de rata
estimuladas con LPS (1 ug mL™, 12 h). Las barras representan el promedio + DE (n=3). Las
letras indican diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05, Prueba Tukey). MC, MU:
extracto de callos control e irradiados de M. candida; MS, MQ: extractos de suspensiones
control y estresadas de M. candida; TS, TQ: extractos de suspensiones control y estresadas

de T. laui; CC: control de células.

Con relacion a la curva dosis respuesta, no se observé una disminucion de la
concentracion de TNFa en funcidon de la concentracion (Figura 12). Los extractos TQ
y MQ, vy TS y MS presentaron el mismo efecto antiinflamatorio a diferentes
concentraciones (Figura 12), sugiriendo que podrian tener un mecanismo de accion
similar. Estos resultados podrian estar relacionados con el mecanismo de accion
ejercido por cada metabolito presente en el extracto, pudiendo ser selectivos para
algunos receptores y/o enzimas. Por ejemplo, algunos extractos de plantas, como
Solanum lycopersicum, Allium sativum y Ocimum basilicum, o metabolitos como
guercetina, acido ferulico y alicina; que pueden actuar inhibiendo a las enzimas COX-
2 y LOX-5, o activando las MAPK (Azab et al., 2016).
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Figura 12. Curva dosis-respuesta enla concentracién de TNFa secretada por las células
PMN de bazo de rata (estimuladas con LPS, 1 ug mL™?) tratadas con los extractos de

cultivo de callos y suspensiones de M. candida y T. laui.

Particularmente, en los extractos de los cultivos de M. candida y T. laui se han
identificado metabolitos como la diosmetina, el acido trans-aconitico, el acido quinico
y la luteolina (Reyes-Martinez et al., 2019). Estos compuestos tienen actividad
antiinflamatoria in vitro al inhibir la liberacion de la quimioquina CLX-1 y la fosforilacion
de las MAPK, o modificar las vias de sefalizacion de factores de transcripcion como
NFkB, STAT-3 y AP-1, que participan en la sefalizaciéon de TNFa ( Jang et al., 2017;
Aziz et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Lee et al., 2020).

Con el fin de evaluar si los extractos de los cultivos in vitro no tenian un efecto toxico
sobre los macréfagos, éstos se expusieron a diferentes concentraciones de los
extractos MC, MU, MS, MQ, TS, TQ (Figura 13). Se observo que los extractos MU, MQ
y TS, en todas las concentraciones evaluadas, disminuyeron desde un 25 hasta un 75
% la concentracion de TNFa, mientras que los extractos MC (10-1000 ug mLt), MS
(0.1y 100 pg mL1Y) y TQ (0.1-10 pug mL™1), disminuyeron la concentracion de TNFa de

manera similar al control de células (CC). Los resultados obtenidos muestran que los
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metabolitos presentes en el extracto, en condiciones normales, tienen un efecto

antiinflamatorio y no muestran efecto toxico sobre las células.

mCC = DMSO = Indom 0.1 pg mL-1
2000 =1 pgmL-1 =10 pg mL-1 m100 pg mL-1 ® 1000 pg mL-1
1600
'_I * * x
= 1200 . . *
2 1 : i
5 800 x x x * = u
L *
Z *
I_ * %
; i i
MC MU MS MQ TS TQ
Extractos

Figura 13. Concentracion de TNFa secretada por las células PMN de bazo de rata (sin
estimulo de inflamacidn) tratadas con los extractos de cultivo de callos y suspensiones
de M. candida y T. laui. Las barras representan el promedio + DE (n=3). El asterisco (*)
representa diferencia significativa de los tratamientos comparados con el control de células
(CC) (p < 0.05). ANADEVA con prueba Post Hoc de Tukey.

6.5 Actividad antioxidante y antiinflamatoria in vivo

La técnica de edema en pata de rata inducido por carragenina es un modelo de
inflamacion aguda ampliamente usado para la busqueda de nuevas moléculas
antiinflamatorias, ya que la estimulacién in vivo con carragenina induce una potente
respuesta en la liberacién de macréfagos (Di Rosa et al., 1971; Pereira Nacife et al.,
2004). La induccion del edema se divide en dos fases, la primera (fase temprana)
ocurre en la primera hora, donde se libera histamina, serotonina, bradiquininas y una

menor de prostaglandinas. En la segunda hora (fase tardia) se infiltran leucocitos
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polimorfonucleares, como macréfagos y se liberan mas prostaglandinas (Pereira
Nacife et al., 2004; Sadeghi et al., 2011).

La carragenina, se une a los receptores TLR4 de los leucocitos polimorfonucleares,
originando la activaciéon de NFkB y con ello la liberacién de especies reactivas de
oxigeno y radicales libres, 6xido nitrico y citocinas proinflamatorias como TNFa e IL-
1B (Sadeghi et al., 2011; Lopes et al., 2020). Por lo anterior, la carragenina es un buen
inductor tanto de inflamacion como de dafio oxidativo. En este proyecto se seleccioné
el ensayo TBARS para cuantificar la liberacion de malondialdehido (MDA) causado por
la exposicidbn a carragenina. EI MDA es un producto de la peroxidacion lipidica
ocasionado por el dafio de los radicales libres a los lipidos de la membrana, por lo que
es un indicador de estrés oxidativo a las células (Zhang et al., 2020). Antes de realizar
el ensayo se realizo la curva de calibracion de MDA (Figura 14) observandose una
buena linealidad (R? 0.9943).
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Figura 14. Curva de calibracion de malondialdehido (MDA) para ensayo TBARS.

La concentraciéon de MDA en el suero de rata en un estado basal fue de 10.78 + 0.64
MM de MDA, y se increment6 1.41 veces en presencia de carragenina 1 % (Figura 15).
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Lo anterior indica que la carragenina ejercié un dafio oxidativo en las células y
desarroll6 un proceso inflamatorio. Esto coincide con lo reportado por otros autores
que utilizan el mismo modelo para inducir inflamacién y dafio oxidativo en la célula de
la rata (Azab et al., 2016).

Por otro lado, la concentracion de MDA disminuy6é a 13.28 + 0.56 pM (13 % con
relacion a la carragenina) en presencia de la indometacina a una dosis de 0.1 mg Kg-
1, En cuanto al efecto de los extractos, se observé que los dos extractos evaluados, a
una dosis de 0.6 mg Kg%, disminuyeron significativamente (p < 0.05) la concentracion

de MDA en el ensayo in vivo (Figura 15).

El extracto MU disminuyé un 22 % la concentracion de MDA comparado con el suero
de rata con carragenina (Cl) y la respuesta fue 10 % mejor que con la indometacina.
La inhibicion de la peroxidacion lipidica observada con el extracto MS no fue
estadisticamente diferente (p > 0.05) a la indometacina (Figura 15). Lo anterior indica
que los extractos MU y MS poseen compuestos con importante accion antioxidante,

aun después de su proceso de biotransformacion en los tejidos.

Para evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo, se usé como inductor de la
inflamacion la carragenina y como control positivo la indometacina. Este compuesto es
un antiinflamatorio no esteroideo (AINE), que inhibe la sintesis de la ciclooxigenasa-2
(COX-2) y en consecuencia disminuye la produccién de la prostaglandina 2 (PGE-2)
(Palomer, 2013). Los datos mostraron que la carragenina increment6 3.25 veces la
concentracion de TNFa, en relacidén con el suero en estado basal (Figura 16). Esto
coincide con lo reportado por otros autores que utilizan el mismo modelo para inducir

inflamacion en la célula de la rata (Azab et al., 2016).

En cuanto a la indometacina, en concentracion de 0.1 mg Kg, disminuy6 un 18 % la
concentracion de TNFa (Figura 16). Los extractos MS y MU (0.6 mg Kgt) disminuyeron
entre 28 y 46 % la concentracion de TNFa, no habiendo diferencia significativa entre
ellos (p > 0.05). La actividad antiinflamatoria de los extractos MU y MS fue 1.35 veces

mayor que la indometacina.
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Figura 15. Cuantificacién de MDA en el suero de rata macho Wistar con induccién de
inflamacién con carragenina 1%. Las barras representan el promedio + DE (n=4). Las letras
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05). ANADEVA con prueba post
hoc de Tukey. CN: control normal (suero en estado basal); CI: control de oxidacion
(carragenina 1%); CF: control de farmaco (indometacina 0.1 mg Kg™); MU: extracto de callo

irradiado de M. candida (0.6 mg Kg?); MS: extracto de suspensiéon de M. candida (0.6 mg Kg-
1.

Comparando con estudios realizados con extractos de plantas, se observo que el
extracto de Toona sinensis, en dosis de 100 mg Kg, por via oral (v.0), inhibié un 57
% la concentracion de TNFa (Hsiang et al., 2013) y 300 mg Kg* v.o del extracto de
Aporosa lindleyana inhibi¢ 59.27 % TNFa (Ali et al., 2014). Por otro lado, Bottamedi et
al., (2020) evaluaron el extracto de Myrocarpus frondosis en dosis de 30, 100 y 300
mg Kg? v.o, observando una disminucién de la concentracion de TNFa del 0, 10y 30

%, respectivamente.

Diversos autores, administran el extracto por via oral, sin embargo, la administracién

i.p resulta ser mas efectiva para este tipo de evaluacion. Miranda-Chavez et al. ( 2018),




utilizé la via intraperitoneal para acelerar y garantizar la mayor absorcién del extracto,
dado que la via de administracion oral tiene la desventaja de se ser mas lenta debido
a los procesos ADME, ya que el farmaco atraviesa por el tracto gastrointestinal antes
de llegar al torrente sanguineo hasta su diana (Clark et al., 2012). Cuando un extracto
se administra v.o debe ser en grandes dosis para garantizar su efecto, ya que algun
metabolito bioactivo del extracto puede ser metabolizado antes de llegar a sitio de

accion, disminuyendo asi su actividad farmacologica (Miranda-Chéavez et al., 2018).
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Figura 16. Actividad antiinflamatoria in vivo de extractos de cultivo in vitro de M.
candida. Las barras representan el promedio + DE (n=4). Las letras indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p < 0.05). ANADEVA con prueba post hoc de Tukey. MU:
extracto de callo irradiado de M. candida (0.6 mg Kg?); MS: extracto de suspension de M.

candida (0.6 mg Kg?).

Comparando los resultados con otros extractos vegetales administrados via i.p, se
observo que los extractos de M. candida y T. laui ejercieron un efecto antiinflamatorio




similar a dosis mucho menores (0.6 mg Kg*) que los descritos en la literatura. Por
ejemplo, los extractos de propodleo rojo brasilefio y de una fraccion purificada de
saponina del extracto de raiz de llex pubenses a dosis de 10 y 25 mg Kg?,
respectivamente, disminuyeron entre un 40 y 50 % la concentracion de TNFa (Bueno-
Silva et al., 2016) Por otro lado, el extracto rico en betalainas de Beta bulgaris
disminuy6 la concentracion de TNFa hasta un estado normal (Martinez et al., 2015),
sin embargo, la dosis empleada fue mucho mayor (100 mg Kg i.p) que la dosis usada
en este estudio.

Los metabolitos mayoritarios en los extractos de callos irradiados de M. candida son
epicatequin demetil galato, apigenin xilésido glucosido, luteolin acetil glucésido y en
las suspensiones control de M. candida digaloil ramnosa, epicatequin galato y acido
quinico (Reyes-Martinez, et al., 2019). EI epicatequin galato muestra actividad
antiinflamatoria al inhibir los receptores TRF2 y TRADD (Klrbitz et al., 2011), mientras
que el acido quinico disminuye la concentracion de TNFa mediante la inhibicién de la
sefializacion de la MAPK vy la fosforilacion de p38MAPk, JNK, ERK Y2, asi como la
fosforilacion de IkB en la sefalizacion de NFkB (Jang et al., 2017). En un ensayo in
vitro, se determiné el mecanismo antiinflamatorio del apigenin glucésido al inhibir la

fosforilacion NFkB y la expresion de NLRP3 (inflamasoma) (Wang et al., 2020).

En la mayoria de los casos, los compuestos fendlicos se encuentran en las plantas en
su forma glucosidica y al ser metabolizados en el organismo, se libera la unidad del
azucar (Chanput et al.,, 2016; Bai et al., 2021). Se ha estudiado ampliamente el
mecanismo antiinflamatorio del flavonoide luteolina y del acido galico. El primero actia
inhibiendo la forforilacion de JAK, STAT 1/3 y TAK (Aziz et al., 2018) y el segundo
actua inhibiendo la forforilacion de IkB y la ruta de las MAPKs (Bai et al., 2021). En la

Figura 17 se esquematizan estos mecanismos.
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Figura 17. Mecanismo de accion de metabolitos mayoritarios en extractos de callos irradiados y suspensiones control de
M. candida. Diagrama creado con BioRender.com




VIl. Conclusiones

La induccion del estrés bidtico en callos (luz UV) y estrés abidtico en suspensiones
(quitosano) de M. candida y T. laui incrementé la producciéon de metabolitos
secundarios. ElI mayor rendimiento de la extraccion se obtuvo en los callos irradiados
de T.laui (57%)

La actividad antioxidante in vitro de los extractos de M. candida y T. laui mediante el
ensayo de FRAP, mostrd que los metabolitos presentes en los cultivos de M. candida
y T. laui controles y sometidos a estrés poseen capacidad antioxidante para reducir el
ion férrico. La mayor actividad antioxidante in vitro se obtuvo en los extractos de
suspensiones control y estresados de M. candida, siendo mayor o igual a la vitamina

E, respectivamente.

El extracto de callos irradiados de M. candida fue el mas eficiente para inhibir la
peroxidacion lipidica, obteniéndose una actividad similar al farmaco de referencia

indometacina.

Todos extractos de los cultivos de M. candida y T. laui presentaron actividad
antiinflamatoria in vitro en células polimorfonucleares de bazo de rata y esta fue

independiente de la concentracion.

La mayor actividad antiinflamatoria in vitro (92%) se obtuvo con el extracto de callos

irradiados de M. candida.

La capacidad antiinflamatoria in vivo de los extractos de callo irradiados vy

suspensiones control de M. candida, fue mayor que la ejercida por la indometacina.

Los metabolitos de los cultivos in vitro de M. candida y T. laui por su importante
actividad antioxidante y antiinflamatorio, podrian usarse como una alternativa
fitoterapeltica para las ECNT. Los resultados de este trabajo contribuyen a la
implementacion de técnicas biotecnolbégicas para lograr el aprovechamiento de las

cactaceas endémicas de México, sin afectar las poblaciones naturales.
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