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RESUMEN

Acalypha californica Bentham es una planta utilizada por grupos étnicos de Sonora para tratar
el cancer, sin embargo, no ha sido cultivada y las actividades antioxidante y antiinflamatoria
relacionadas al cancer no han sido evaluadas. El objetivo del presente trabajo fue cultivar callos
de A. californica y caracterizar quimica y bioldgicamente los extractos etandlicos de callos y
planta silvestre generados. Se cultivaron hojas, peciolos, yemas y segmentos nodales con acido
indol butirico (AIB), bencil amino purina (BAP) y cinetina (CIN) en un intervalo de 0.5-2.0
mg/L. La actividad antiproliferativa se midié mediante el ensayo MTT en las lineas celulares
cancerosas humanas A549, HeLa y MCF-7. La actividad antioxidante se evalué empleando los
ensayos DPPH, FRAP y midiendo el contenido de fenoles (TPC) y flavonoides totales (TFC).
La actividad antiinflamatoria fue estimada mediante la capacidad inhibitoria del éxido nitrico
en macréfagos RAW?264.7 estimulados con lipopolisacaridos. Se generaron perfiles quimicos
utilizando espectrometria de masas (ESI-IT-MS-MS). Los resultados revelaron que a 1.5 mg/L
de AIB las yemas fueron el explante mas callogénico, con un 55.60 % de induccidn. El extracto
de callos no mostr6 actividad antiproliferativa significativa; sin embargo, la planta silvestre
presento valores de ICso de 43.4+2.46 y 50.29+5.36 en células HeLa y MCF-7 respectivamente.
La actividad antioxidante fue significativamente alta mediante DPPH" y FRAP; aunque el TFC
en callos fue bajo 1.56+£0.25 mmol QE/g con respecto a plantas silvestres 11.83+1.21 mmol
QE/qg. El extracto de callos inhibi6 en un 24% la produccién de éxido nitrico; la planta silvestre
inhibio significativamente esta produccion a 100 y 200 ug/mL mostrando un comportamiento
dosis-respuesta. Finalmente, el perfil quimico de los callos mostré principalmente acidos
fendlicos y flavonoides simples mientras en la planta silvestre predominaban flavonoides
complejos y proantocianidinas; concluyendo que los flavonoides complejos probablemente

originan la alta actividad antioxidante y antiinflamatoria de A. californica.

Palabras clave: Acalypha californica, cancer, compuestos fenolicos, micropropagacion.



ABSTRACT

Acalypha californica Bentham is a plant used by ethnic groups in Sonora to treat cancer,
however, it has not been cultivated and the antioxidant and anti-inflammatory activities related
to cancer have not been evaluated. The objective of the present work was to cultivate A.
californica calluses and chemically and biologically characterize the ethanolic extracts of
calluses and wild plants generated. Leaves, petioles, buds and nodal segments were cultured
with indole butyric acid (IBA), benzyl amino purine (BAP) and kinetin (CIN) in a range of 0.5-
2.0 mg/L. Antiproliferative activity was measured by MTT assay in human cancer cell lines
Ab549, HeLa and MCF-7. The antioxidant activity was evaluated using the DPPH, FRAP assays
and measuring the content of phenols (TPC) and total flavonoids (TFC). The anti-inflammatory
activity was estimated by the inhibitory capacity of nitric oxide in RAW?264.7 macrophages
stimulated with lipopolysaccharides. Chemical profiles were generated using mass spectrometry
(ESI-IT-MS-MS). The results revealed that at 1.5 mg/L of IBA the buds were the most
callogenic explant, with 55.60% induction. The callus extract did not show significant
antiproliferative activity; However, the wild plant presented I1Cso values of 43.4+2.46 and
50.29+5.36 in HeLa and MCF-7 cells respectively. Antioxidant activity was significantly high
by DPPH' and FRAP; although the TFC in callus was low 1.56+0.25 mmol QE/g compared to
wild plants 11.83+1.21 mmol QE/g. The callus extract inhibited nitric oxide production by 24%;
The wild plant significantly inhibited this production at 100 and 200 pg/mL, showing a dose-
response behavior. Finally, the chemical profile of the callus showed mainly phenolic acids and
simple flavonoids while complex flavonoids and proanthocyanidins predominated in the wild
plant; concluding that complex flavonoids probably give rise to the high antioxidant and anti-
inflammatory activity of A. californica.

Keywords: Acalypha californica, cancer, phenolic compounds, micropropagation.
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INTRODUCCION

El cancer comprende un amplio grupo de enfermedades que presentan un crecimiento celular
descontrolado, asi como la diseminacion de células anormales hacia diversos 6rganos del cuerpo
en un proceso denominado metéstasis y se clasifica segun el tipo de tejido o célula (Thummadi
et al., 2022). Actualmente, es un importante problema de salud publica, ya que se ha convertido
en la segunda causa de muerte en el mundo con millones de nuevos pacientes diagnosticados

cada afio (Kargozar et al., 2022; Siegel et al., 2022).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el 80% de la poblacién mundial
utiliza la medicina tradicional para la atencion primaria de salud y la mayor parte de esta terapia
implica el uso de extractos de plantas o sus componentes activos (Chandran et al., 2020). Con
el creciente interés en los productos naturales, los cientificos contintan considerando plantas
ricas en antioxidantes, como posibles fuentes de tratamientos efectivos para diferentes tipos de
cancer (Asuzu et al., 2022). Estas plantas poseen abundantes compuestos bioactivos candidatos
a farmacos terapéuticos debido a que presentan una eficacia prometedora comparable a los
agentes de drogas sintéticas de alto costo (Babich et al., 2021). Sin embargo, muchas plantas no
pueden propagarse de forma natural por la baja produccion y viabilidad de sus semillas, las
infecciones bacterianas y fungicas, la introduccion de especies exoticas, la deforestacion y la
pérdida de habitat; por lo que la creciente demanda de estos productos ha provocado la necesidad
de encontrar estrategias para satisfacer las demandas de las industrias farmacéuticas sin

perturbar las poblaciones naturales.

Entre las técnicas biotecnoldgicas mas empleadas con estos fines se encuentra el cultivo
de tejidos vegetales. El cultivo de tejidos vegetales utiliza medios de cultivo nutritivos y
condiciones asépticas controladas para el crecimiento de plantas, células, tejidos y 6rganos. En
condiciones in vitro, las células vegetales sometidas a ciertos estimulos forman una masa de
células conocida como callo, que pueden proporcionar material vegetal capaz de producir
metabolitos secundarios (Ochatt et al., 2022). Esta técnica es indispensable para la produccion
de plantas libres de enfermedades, multiplicacion rapida de plantas raras, genotipos,
transformacion del genoma vegetal y produccion de metabolitos derivados de plantas de

importante valor comercial (Krishna, 2016).



La familia Euphorbiaceae esta conformada por alrededor de 300 géneros y 7800 especies,
por lo que es considerada una de las més diversas (Din et al., 2013; Vega et al., 2021). Entre los
géneros que la componen se encuentra Acalypha con aproximadamente 500 especies, de las que
se han reportado varios integrantes con actividad antioxidante, antimicrobiana y citotoxica: A.
siamensis, A. guatemalensis, A. wilkesiana, A. fruticosa y A. platyphilla (Madlener, 2009).
Acalypha californica se distribuye en los estados de Baja California y Sonora, es un arbusto
semilefioso y perenne, utilizado por los grupos étnicos para tratar el cancer, por lo que se conoce
comUnmente como "hierba del cancer”. Su actividad antiproliferativa radica en un alto
contenido de compuestos fendlicos, principalmente flavonoides y proantocianidinas; a los que
se les confiere la capacidad de suprimir, retrasar y revertir el proceso de carcinogénesis (Cortes,
2013; Rascén et al., 2015).

Debido a la recoleccidn aleatoria por parte del herbolario local y a la destruccion de su
habitat por la actividad antropogénica, es necesario tomar medidas encaminadas a la
permanencia de A. californica en estos ecosistemas, entre las que se propone la bdsqueda de
métodos de propagacion y técnicas de cultivo comercial para esta planta medicinal. El principal
objetivo de esta investigacion consistié en obtener callos a partir de hojas, peciolos, yemas y
segmentos nodales de A. californica, y la evaluacion de las actividades antiproliferativa,
antioxidante y antiinflamatoria del extracto etandlico de los callos obtenidos.



I. ANTECEDENTES

1.1 Cancer.

Cancer es un término genérico utilizado para designar un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una caracteristica definitoria del cancer es la
multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales
y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, en un proceso que
se denomina metastasis; siendo esta la principal causa de muerte por la enfermedad. Por otra
parte, la OMS (2021) lo define como: “Un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados
de células que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo”. Anualmente, se
invierten miles de millones de délares en la investigacion del cancer, pero las tasas de éxito no

son satisfactorias (Sung et al., 2021).

Muchos factores intrinsecos y extrinsecos influyen en el desarrollo del cancer, por lo que
se conoce como un padecimiento multifactorial. Botelho et al., 2014 los define como factores
intrinsecos y extrinsecos. Los primeros se refieren al huésped incluyen edad, sexo, constitucion
genética, funcion del sistema inmunitario, metabolismo, niveles hormonales y estado
nutricional. Los factores extrinsecos incluyen sustancias que se ingieren, beben o fuman
(hédbitos); lugar de trabajo y exposiciones ambientales (aire, agua y suelo); asi como, el
comportamiento sexual; y elementos de estilo de vida tales como entorno social y cultural; o lo
que es lo mismo la exposicion a carcindgenos fisicos, quimicos y biol6gicos (Ferlay et al.,
2019).

Estos carcindgenos tienen la capacidad de dafiar regiones del ADN afectando la expresion
de proteinas necesarias para el funcionamiento normal de la célula. Otro tipo de mutacion es
aquella que sufren las regiones del ADN que codifican a una proteina en particular afectando la
funcién de esta. El conjunto de estas alteraciones al material genético tiene la capacidad de

convertir el genoma de la célula de normal a canceroso (Gupta et al., 2017).

El rol de las alteraciones genéticas en la carcinogénesis fue puesto de manifiesto al
descubrir en el genoma humano, genes homdlogos a genes retrovirales relacionados

previamente con el desarrollo de tumores. En células humanas normales estos genes se



denominaron protooncogenes y se relacionan con el crecimiento y proliferacion de células
normales. Sin embargo, cuando se encuentran mutados se denominan oncogenes y su mutacion
es de tipo dominante, es decir, s6lo es necesario que uno de los alelos sufra una mutacién para
que la proteina que codifica gane funcionalidad. Esto generalmente se traduce en un aumento

de la proliferacion (Weitzel et al., 2011).

1.1.1 Epidemiologia.

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; es la primera o segunda
causa principal de muerte antes de los 70 afios en 112 de 183 paises, y la tercera o cuarta en mas
de 23 paises, seguin estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2019 (Asuzu
et al., 2022) (Figura 1). El cancer es una de las enfermedades crénico-degenerativas de gran
prevalencia en la actualidad, solo en 2020 se registraron 19.2 millones de casos nuevos y 9.9
millones de muertes (GLOBOCAN, 2021). El Instituto Nacional del Céncer pronostica que para
el afio 2040 el numero de casos nuevos por afio incrementard a 29.5 millones y el de

fallecimientos a 16.4 millones (Instituto Nacional del Cancer, 2020).
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Figura 1. Ranking nacional de cancer como causa de muerte en menores de 70 afios en 2019.



El nimero de paises representados en cada grupo de ranking es incluido en la leyenda.
Fuente: Organizacion Mundial de la Salud (Sung et al., 2021).

En el 2020, se presentaron 19,292,789 de casos de cancer en el mundo de los cuales, 9,958,
133 representaron muertes por esta patologia. Entre los tipos de cancer mas comunes a nivel
mundial, se encuentran el cancer de mama, el cancer de pulmon, el cancer colorrectal y el cancer
de prostata con una incidencia de 11.7%, 11.4%, 10%, 7.3% y una mortalidad de 18%, 6.9%,
9.4% y 3.8% respectivamente (GLOBOCAN, 2020). El cancer de pulmén, de mama y
cervicouterino presentan una tasa significativa de incidencia y de mortalidad estandarizadas por
edad, lo cual los localiza dentro de los principales seis tipos de cancer de importancia. EI cancer
de pulmon con unaincidencia de 22.4 y mortalidad de 18 casos por 100,000 habitantes, el cancer
de mama con 47.8 y 13.6 casos Yy el cancer cervicouterino con 13.3 y 7.3, respectivamente
(GLOBOCAN, 2021).

En México, se presentaron 195,499 nuevos casos y 90, 222 muertes hasta el afio 2020, de
los cuales el mas comun es el cancer de mama que representa el 15.3% de los casos, seguido del
cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer de tiroides y cancer cervicouterino con un 13.7%,
7.6%, 5.7% y 4.8% de incidencia, respectivamente (GLOBOCAN, 2020). El cancer en México
ha permanecido como la tercera causa de muerte en los ultimos afios, tanto en hombres como
en mujeres, solo bajando a la cuarta posicion en el afio 2020 debido al aumento de defunciones
por COVID-19 (INEGI, 2021b). Los tipos de cancer de mayor prevalencia en el pais son el de
mama, prostata, tiroides, colon, cervicouterino, estdmago, pulmones e higado. Sin embargo,
dentro de los principales cinco que presentan una mayor tasa de mortalidad se encuentran el
cancer de mama, préstata, cervicouterino, pulmones y estdbmago, siendo el de mama (10.6 casos
por cada 100,000 habitantes) y el cervicouterino (5.7 casos por cada 100,000 habitantes) los
principales dos tipos de cancer que ocasionan la muerte de la poblacion femenina en México
(GLOBOCAN, 2021). Debido a esto, en la distribucion porcentual por sexos se observa que los

fallecimientos en mujeres son mayores (51%) que el de los hombres (49%) (INEGI, 2021c).

En América Latina y el Caribe la incidencia de cancer en ambos sexos en el afio 2020 fue
de 1,470, 274 casos y una mortalidad de 713,414 siendo los tipos de cancer mas comunes, el
cancer de prostata, de mama, colorrectal y pulmoén, con una incidencia de 14.6%, 14.3%, 9.2%
y 6.6% respectivamente (GLOBOCAN, 2020).



En el estado de Sonora se reportaron 8.7 defunciones por tumores malignos por cada
10,000 habitantes en el 2020 (INEGI, 2021a). Segun la Secretaria de Salud del Estado de
Sonora, el Centro Estatal de Oncologia atiende entre 800 y 900 casos nuevos anualmente, entre
los cuales el cancer de mama, cervicouterino, colon y pulmén son los tipos mas frecuentes
(Secretaria de Salud Publica del Estado de Sonora, 2021).

1.1.2 Caracteristicas moleculares del cancer.

El cancer es un estado de desregulacion del proceso de sefializacion celular normal que culmina
en una proliferacion celular excesiva. El proceso por el cual las células normales se transforman

en células malignas se denomina carcinogenesis (Weitzel et al., 2011).

A pesar de las diversas entidades clinicas agrupadas como cancer, es posible identificar
ciertas caracteristicas comunes de las células tumorales que permiten entender esta enfermedad
y el desarrollo de nuevas estrategias clinicas para su manejo. En el afio 2000 tras un exhaustivo
andlisis de la literatura publicada, Hanahan y Weinberg describieron 6 caracteristicas que son
compartidas por las células tumorales: capacidad de crecimiento autdbnomo, la evasion de
sefiales inhibidoras del crecimiento, evasion de muerte por apoptosis, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis e invasion y metastasis. Ademas de dos caracteristicas en particular que
favorecen el desarrollo tumoral: la inestabilidad gendmica y/o mutaciones, asi como la
inflamacion promovida por el tumor. En el 2022 después de mas de dos décadas de investigacion
Hanahan amplié esta informacion describiendo cuatro caracteristicas emergentes: células
senescentes, desbloqueo de plasticidad fenotipica, reprogramacion epigenética no mutacional y
microbiomas polimorficos, para un total de 14 caracteristicas intrinsecas de las células tumorales
(Figura 2). Los cuatro ultimos procesos son considerados como caracteristicas emergentes
porque su relacion con las seis caracteristicas restantes requiere mas investigacion, aunque hay
evidencia de su importancia en la carcinogénesis (Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y
Weinberg, 2011; Hanahan, 2022;).
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Figura 2. Caracteristicas del cancer. Modificado de (Hanahan, 2022).

Durante la carcinogénesis se genera una célula mutada a partir de la modificacion genética
de su ADN y posteriormente se da la proliferacion selectiva de la célula mutada para dar origen
al tumor. Las etapas en las cuales se divide comUnmente la carcinogénesis son tres: iniciacion,

promocion y progresion (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de carcinogénesis de piel de raton multietapa. Modificado de (Rundhaug y
Fischer, 2010)

La iniciacion implica la formacion de una mutacion genética debido a la alteracion
irreversible del ADN de la célula, dando lugar a una célula iniciada (Klaunig y Wang, 2018).
La célula puede mantenerse en esta etapa por un tiempo indefinido sin llegar a pasar a la etapa
de promocidn. Se sostiene de forma latente y sin causar algin efecto en el individuo. A los
agentes capaces de realizar estas modificaciones se les denomina inductores (Botelho et al.,
2014). En la etapa de promocion los promotores (inflamacion crénica y agentes quimicos)
acttan principalmente incrementando la proliferacion celular y/o disminuyendo su capacidad de
llevar a cabo la apoptosis, no se consideran mutagénicos ya que acttian a nivel epigenético y no
directamente sobre el ADN, a diferencia de los inductores, por lo que solo acttan si la célula ha
sido previamente iniciada (Klaunig y Wang, 2018). En la progresion contindan los cambios
genéticos, se presentan reordenamientos y modificaciones del genoma, asi como una pérdida de
la integridad del cromosoma. Esta etapa se caracteriza por evidenciar la naturaleza maligna del
tumor, como lo es su capacidad de proliferacion descontrolada, su potencial invasivo, cambios
morfologicos de las células lo que provoca la etapa de metastasis. Se ha evidenciado que la
iniciacion y promocion del cancer se encuentran fuertemente asociadas con el estrés oxidativo

y un proceso inflamatorio cronico (Rundhaug y Fischer, 2010).



1.1.3 Tratamiento.

Los tratamientos contra el cAncer son terapias complejas y se encuentran en constante evolucion.
Tienen como finalidad la remision del cancer hasta llegar a la erradicacion completa de la
enfermedad y de no ser posible, los tratamientos se enfocan en extender y preservar la calidad

de vida del paciente mediante la paliacion de los sintomas (Merriel y Hamilton, 2020).

El tratamiento depende especificamente de la etapa y el tipo de cancer. Existen diferentes
tipos de tratamientos contra el cancer, entre ellos se encuentran la radiacién, quimioterapia,
inmunoterapia, terapia hormonal y terapia dirigida (Hosseinzadeh et al., 2017). Estas se dividen
en local o sistémica segun la via de administracion, en la primera el tratamiento contra el tumor
es de forma directa, como en la cirugia o radioterapia y en la segunda es comunmente por via
intravenosa o medicacion oral con efecto en todo el cuerpo, como en la quimioterapia (Sausville
y Longo, 2015). Actualmente, la quimioterapia es la mayormente utilizada y es cominmente
combinada con otro tipo de terapia para una mejor respuesta al tratamiento. Su nombre radica
en el uso de quimicos como agentes terapéuticos, con el fin de inhibir la proliferacion celular y
multiplicacion tumoral. Esto lo hacen interfiriendo con el ADN, ARN o la sintesis proteica,
afectando el funcionamiento adecuado de las moléculas en el ciclo celular. Sin embargo, debido
a la complejidad de la red de sefializacion es dificil desarrollar un medicamento anticancerigeno
confiable con efectos reproducibles. Ademas, la heterogeneidad de las células tumorales
también conduce a variaciones en la sensibilidad a los farmacos (Anand et al., 2023).

Las terapias actuales para tratar el cAncer conllevan un gran nimero de efectos secundarios
que disminuyen la calidad de vida del paciente, ademas de generar un gran impacto econémico
por lo costosas que resultan, los pacientes pueden llegar a desmotivarse y descontinuar el
tratamiento. Ademas, la actividad anticancerigena de muchos tratamientos es limitada debido a
la resistencia generada por las células cancerosas. Por todo lo anterior, existe la necesidad de
descubrir compuestos activos para la elaboracion de nuevos farmacos anticancerigenos menos

toxicos, asi como mas potentes y selectivos (Alonso et al., 2011).



1.2 Inflamacion.

La inflamacidn es un mecanismo de defensa vital para la salud utilizado por el sistema inmune
como respuesta hacia estimulos dafiinos, como pueden ser infecciones microbianas, la
exposicion a radiacion y compuestos toxicos, enfermedades cronicas y autoinmunes e incluso
algunos habitos cotidianos, como el consumo de alcohol, tabaco y una dieta alta en calorias
(Chen et al., 2018). Mediante este mecanismo, el organismo elimina estos agentes nocivos y da
inicio al proceso de curacién, en el cual se da la reparacion de tejido y el restablecimiento de la
homeostasis (Zhao et al., 2021).

La inflamacion se puede dividir en dos categorias segun la duracién del proceso
inflamatorio: aguda y cronica. La inflamacion aguda se refiere a la respuesta inicial del
organismo, seguida de la exposicion al agente dafiino y la activacion del sistema inmune. Se
encuentra involucrada principalmente la inmunidad innata y dura un corto periodo de tiempo.
Si el proceso inflamatorio no se resuelve y continua por un largo periodo de tiempo, da lugar a
la inflamacion crénica. Esta se caracteriza por la formacion de infiltrados leucocitarios en el
tejido dafiado y se encuentra asociada a diferentes enfermedades cronicas, entre ellas el cancer
(Gonda et al., 2009; Reuter et al., 2010). La inflamacion aguda contribuye a la muerte de las
células cancerosas al inducir una reaccion antitumoral o respuesta inmunitaria, mientras que la
inflamacién crénica esta involucrada en la inmunosupresion provocada por la terapia ya que
actla sinérgicamente con la exposicion a carcindgenos, dafio y reparacion tisular;
proporcionando asi un microambiente preferido para la tumorigénesis y metastasis, aunado a la

resistencia terapéutica y la progresion del cancer (Zhao et al., 2021).

Cuando la inflamacién se vuelve crénica, el proceso inflamatorio normal del cuerpo crea
un ambiente favorable para el desarrollo de células cancerosas. Existen numerosas vias de
sefializacion que contribuyen de manera clave a generar cambios epigenéticos fuera y dentro de
la célula. En este proceso inflamatorio se describen dos vias, la via intrinseca y la via extrinseca
(Sohrab et al., 2023). La via intrinseca favorece al desarrollo del cancer por medio de cambios
genéticos, debido a la mutacion de genes criticos. Estas mutaciones originan células iniciadas y
promueven la progresién del tumor reclutando y activando células inflamatorias. Por otro lado,
la via extrinseca se asocia a un estado inflamatorio prolongado provocado por factores externos

(enfermedades virales, bacterianas, autoinmunes, obesidad, tabaco, entre otros) que condiciona
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un ambiente favorable para la formacion del tumor (Zhao et al., 2021). Durante el proceso de
inflamacién se da una infiltracion de células inflamatorias en el tejido dafiado, las cuales
producen una gran cantidad de mediadores. Se han observado tanto a las células como a los
mediadores inflamatorios en los tumores, por lo que se adjudica que el vinculo entre la
inflamacidén y el cancer se da por via intrinseca y extrinseca ya que estas vias convergen para

activar factores de transcripcion que forman mediadores inflamatorios (Korniluk et al., 2017).

Un conjunto de distintos tipos celulares constituye la mayoria de los tumores sélidos que,
en conjunto, permiten el crecimiento y la progresion del tumor, dando el soporte funcional y
nutricional; estableciendo lo que se ha denominado el microambiente tumoral (Figura 4 Sohrab
et al., 2023). Dentro de estos tipos celulares se encuentran los fibroblastos anormales, células
endoteliales y del sistema inmune innato y adaptativo. Todas estas células pueden suministrar
moléculas bioactivas al microambiente tumoral, incluidos los factores de crecimiento que
sustentan la sefalizacion proliferativa, los factores de supervivencia que limitan la muerte,
factores proangiogénicos, modificadores de la matriz extracelular, enzimas que facilitan la
angiogenesis, la invasion y la metastasis; asi como sefiales inductivas que facilitan el desarrollo
tumoral. Ademas, las células inflamatorias pueden liberar especies reactivas de oxigeno gue son
activamente mutagénicas para células cancerosas cercanas, acelerando su evolucién genética
hacia estados de mayor malignidad (Hanahan y Weinberg, 2011; Ireland y Mielgo, 2018;
Korniluk et al., 2017).
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Figura 4. Las células del microambiente tumoral. Modificado de (Hanahan y Weinberg, 2011).

1.2.1 Relacion entre cancer e inflamacion.

Se ha demostrado que la inflamacién esta estrechamente relacionada con todas las etapas de
desarrollo y progresion maligna de la mayoria de los tipos de cancer, asi como con la eficacia

de las terapias anticancerigenas (Zhao et al., 2021).

La inflamacion promueve la iniciacion tumoral al generar un estrés genotdxico, que
favorecen nuevas mutaciones; participa en la promocion al inducir la proliferacion tumoral y a
la progresion tumoral al incrementar la produccion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)
alrededor del tumor y la invasion tisular al favorecer la extravasacién celular, lo que facilita el
desarrollo de metastasis. Los factores generados por las células inmunes como factores
proangiogénicos y de crecimiento, enzimas modificadoras de la matriz extracelular y otras
sefiales son capaces de inducir las capacidades de las células tumorales y se han descrito como

eventuales blancos terapéuticos (Salim et al., 2023).

El sistema inmunitario detecta y se dirige especificamente a los agentes infecciosos con
la respuesta inmunitaria adaptativa, que se apoya por las células del sistema inmune innato. A
su vez, el sistema inmunoldgico innato esta involucrado en la curacion y limpieza de heridas,

células muertas y restos celulares. Estas tareas especializadas son logradas por distintas
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subclases de celulas inflamatorias, es decir, una clase de macrdfagos y neutrofilos
convencionales (involucrados en el apoyo a la inmunidad adaptativa), y subclases de
macrofagos y progenitores mieloides "activados alternativamente” que participan en la
cicatrizacion de heridas y limpieza domestica de tejidos (Egeblad et al., 2010; Mantovani y
Allavena 2015; Qian y Pollard, 2010). Este ultimo subtipo de células inmunitarias son una de
las principales fuentes de factores de crecimiento angiogénico, epitelial y del estromay enzimas
de remodelacion de la matriz que se necesitan para la cicatrizacion de heridas, y son estas células
las que son reclutadas para apoyar la progresion neoplasica. De manera similar, las subclases de
linfocitos B y T pueden facilitar el reclutamiento, activacion y persistencia de tales curaciones
de heridas y promocion de tumores (Egeblad et al., 2010; Biswas y Mantovani, 2010).

La inmunosupresion celular también se ha visto asociada con la aparicion y el desarrollo
del cancer. Se han reportado diferentes grados de reduccion de subconjuntos de linfocitos T en
pacientes con cancer de pulmon avanzado (Vivarelli y Risaliti, 2011). Analogamente, un estudio
sobre el cancer de higado encontr6 que la funcién inmune celular de los pacientes era
generalmente inferior a la de las personas sanas con una reduccion de células T CD3+, células
T CD4+y células T CD4+/CD8+ (Granito et al., 2021).

Se estima que alrededor del 20% de los canceres se encuentran asociados a inflamacion
crénica tanto de origen patogénico como no patogénico (Nitin Singh et al., 2019). La gastritis
persistente que causa la infeccion por Helicobacter pylori aumenta en un 75% el riesgo de
padecer cancer de estobmago, asi como las infecciones por el virus de la hepatitis B 'y C
promueven la formacion de un carcinoma hepatocelular (Liu et al., 2023). De igual forma,
multiples enfermedades de origen no patogénico se encuentran asociadas con un aumento en el
riesgo de cancer, algunas de estas son la pancreatitis cronica, enfermedad inflamatoria pélvica,
enfermedad inflamatoria intestinal, la colitis ulcerosa crénica y la enfermedad de Crohn. Estas
ultimas dos son de gran importancia como evidencia de la relacion existente entre la inflamacion
y el desarrollo del cancer, ya que aumentan 10 veces el riesgo de padecer cancer colorrectal
(Acevedo et al., 2022).
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1.3 El estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (EROSs), son productos normales del metabolismo celular,
estas son altamente oxidantes ya que contienen oxigeno con propiedades reactivas,
representados como radicales de oxigeno, incluidos los aniones superdéxido (O2"), hidroxilo
(HO-), alcoxilo (RO-), peroxilo (RO2) y ciertas moléculas que no son radicales, ya sean agentes
oxidantes y/o que se conviertan facilmente en radicales, incluidos peroxido de hidrgeno
(H20), acido hipocloroso (HOCI), singlete oxigeno (*O2) y ozono (Osz). También existen
especies reactivas de nitrogeno (ERN), estas especies quimicas contienen nitrégeno, tales como
el oxido nitrico (-NO), compuestos no radicales, peroxinitrito (ONOQO), didxido de nitrogeno
(‘NOy) y tridxido de dinitrégeno (N203). La mayoria de estas moléculas se producen a partir del
oxigeno en numerosos procesos metabdlicos que tienen lugar en todo el cuerpo, principalmente
en las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico (RE) y los peroxisomas; sin embargo, pueden

producirse también por fuentes exdgenas (Liu et al., 2023).

Los principales factores externos involucrados en la generacién exdgena de especies
reactivas son los agentes ambientales, como la radiacién y xenobidticos. La radiacion es un
carcindgeno que dafia directamente el ADN de las células, cuyos efectos toxicos son mediados
por EROs, producidos principalmente por radiélisis de moléculas de agua. En el caso de los
xenobiodticos, se incluyen los compuestos clorados, iones metalicos, barbitdricos, ésteres de
forbol, entre otros. Estos tipos de compuestos producen EROs metabolizandose directamente a
intermediarios de radicales primarios o activando vias enddgenas de generacion de especies
reactivas (Khan et al., 2021; Klaunig y Wang, 2018).

Dentro de las fuentes endogenas de EROs se encuentran la cadena transportadora de
electrones mitocondrial, organelos celulares como peroxisomas y células inflamatorias
activadas, por medio de la NOX2 (isoforma de la NADPH oxidasa (NOX) y la iNOS (6xido
nitrico sintetasa inducible) (Sharifi et al., 2020). La fuente mayor de especies reactivas es la
mitocondria, aproximadamente el 2% del oxigeno consumido por la esta se convierte en
superoxido donde se originan como subproductos de la fosforilacion oxidativa (Klaunig y
Wang, 2018). Los sitios de mayor produccion son el complejo | (NADH deshidrogenasa) y I
(citocromo bcl), los cuales generan una gran cantidad del radical superdxido, el cual es

dismutado rapidamente por la superdxido dismutasa 1y 2 (SOD1 y SOD2, respectivamente)
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para dar origen a H202, un segundo mensajero altamente difusible con la capacidad de atravesar
la membrana celular y de causar dafio potencialmente carcinogénico (Liou y Storz, 2010). Los
peroxisomas median la produccion de EROs a través de la reaccion de B-oxidacion de acidos
grasos, flavina oxidasa y la degradacion de EROs a traves de la descomposicion de H20>
mediada por catalasa. Por otro lado, el RE proporciona un ambiente oxidante, que promueve el
plegamiento de proteinas y actia como fuente de EROs (Liu et al., 2023; Salim et al., 2023).

Tanto las EROs como las ERNSs sirven como un mensajeros intracelulares e intercelulares
que regulan muchas vias de sefializacion celular que en su mayoria estdn mediadas por los
factores de transcripcion NF-xB y STAT3, inducible por hipoxia factor-1a, cinasas, citocinas y
otras proteinas (Boengler et al., 2017). Dichas vias pueden promover la supervivencia y la
proliferacion de las células. Asi, estos radicales y moléculas altamente reactivas estan presentes
en niveles mas altos en las células cancerosas debido al aumento de la actividad metabdlica, la
disfuncion mitocondrial, la actividad de los peroxisomas, el aumento de la sefializacion del
receptor celular, la actividad del oncogén, el aumento de la actividad de oxidasas,
ciclooxigenasas, lipoxigenasas y timidina fosforilasa, o mediante diafonia con células
inmunitarias infiltrantes (Singh y Manna, 2022). A este desequilibrio entre la produccién de
radicales libres con respecto a los antioxidantes encargados de eliminarlos se le conoce como
estrés oxidativo (Veltman et al., 2023). Este desbalance origina un dafio a células y biomoléculas
importantes del organismo. Al ser especies altamente reactivas y sumamente inestables,
reaccionan con lipidos, proteinas e incluso el ADN de las células, ocasionando inestabilidad
cromosomica, mutacion genética y/o modulacion del crecimiento, proliferacion, supervivencia

y muerte celular, lo cual puede dar inicio al proceso carcinogénico (Acevedo et al., 2022).

Es crucial que las células regulen los niveles de EROs y ERN para evitar el estrés
oxidativo, por lo que han desarrollado mecanismos de defensa antioxidantes para mantener la
homeostasis. El organismo posee moléculas y enzimas encargadas de regular la concentracion
de especies reactivas en el cuerpo, estas moléculas actian mediante reacciones enzimaticas y no
enzimaticas (Cheung y Vousden, 2022). Las principales enzimas involucradas en las reacciones
enzimaticas son la éxido nitrico sintasa endotelial desacoplada (eNOS), la NADPH oxidasa
(NOX), la xantina oxidasa (XO), el &cido araquidénico (ARA), la peroxidasa y enzimas

metabdlicas como el sistema del citocromo P450, la ciclooxigenasay la lipoxigenasa (Liu et al.,
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2023). El sistema de defensa no enzimatico incluye glutation (GSH), flavonoides, antioxidantes
dietéticos como las vitaminas A, C y E, selenio y b-caroteno (Cheung y Vousden, 2022; Liu et
al., 2023; Teng et al., 2023).

El estrés oxidativo también es causado por la inflamacion sostenida. Tras alguna lesion el
reclutamiento de células inicia en la inflamacion aguda, posterior a la activacion del sistema
inmune (Gonda et al., 2009). Inicialmente los leucocitos son movilizados al sitio dafiado y se
produce un “estallido respiratorio”, en donde se da la liberacion de distintos compuestos
destinados a eliminar a los agentes nocivos fagocitados. Se liberan principalmente especies
reactivas de oxigeno (EROs), esto es debido a que los fagocitos activados modifican la manera
en la que manejan el oxigeno y la tasa de consumo aumenta considerablemente, por lo tanto, se

da una acumulacion de EROs en el sitio de dafio (Reuter et al., 2010; Thomas, 2017).

Las concentraciones altas se vuelven perjudiciales para las células, ya que el sistema de
defensa antioxidante del cuerpo se ve abrumado por la produccién de especies reactivas,
dafiando biomoléculas de importancia (Figura 5 Chelombitko, 2018). Las EROs pueden
interactuar y dafiar macromoléculas como lipidos, proteinas y ADN. A través de la interaccién
con estas macromoléculas, las EROs pueden afectar maltiples procesos celulares como la
proliferacion, la inflamacion y la muerte celular. En particular, los diferentes tipos de EROs
pueden tener distintos efectos en las macromoléculas (Veltman et al., 2023).

La peroxidacién lipidica es el proceso en el que las ERO descomponen los acidos grasos
poliinsaturados, dafiando los componentes celulares que contienen lipidos, como la membrana
celular, mitocondrias y el RE. Esta reaccion afecta la permeabilidad y fluidez de la membrana,
asi como la actividad de las proteinas unidas a esta (Kaweme et al., 2020). El dafio oxidativo
también afecta a las proteinas reduciendo, aumentando, modificando o anulando completamente
su actividad. Durante el estrés oxidativo, las proteinas pueden oxidarse temporalmente, lo que
conduce a una alteracion de la funcién y la sefializacion de las proteinas. La modificacién
oxidativa del ADN inducida por EROs puede resultar en la alteracion del estado de metilacion
del ADN o la inestabilidad gendmica. Estas alteraciones en la metilacion del ADN, resultan en
la modificacion oxidativa de las proteinas MBP, DNMT y HDAC, las que pueden activar
oncogenes (Caballero et al., 2022; Stein y Eckert, 2021).
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De esta manera, se crea un circulo vicioso, en donde la inflamacion inducida por el estrés
oxidativo genera una produccion continua de especies reactivas y, de no ser resuelto, las células
vecinas sanas se ven comprometidas, manteniendo asi un ambiente inflamatorio-oxidativo
sostenido, el que, de continuar por un largo periodo de tiempo, puede provocar la carcinogénesis
(Mittal et al., 2014).

I 2233 Mitocondria
NO e / NOX; XO; P450
o N g Exportar fuera de la célula
ONOO 0: GST
N
CAT SOD Toxinas/Farmacos
v
H.0 +120, H202 2 GSH
&
GPX P
Oz + H:20+ 1-fd v GSSG
- Hz0 Sistema
EROS/ERN T fnuonidants

Estrés
Oxidativo

Figura 5. Principales sistemas oxidantes y antioxidantes. NOX, NADPH oxidasa; XO, xantina
oxidasa; SOD, superdxido dismutasa; CAT, catalasa; GPX, peroxido de glutation; GSH,
glutation; GSSG, glutation reducido; GST, glutation S-transferasa; H20., perdxido de
hidrégeno; ONOO—, peroxinitrito; HO-, radical hidroxilo; O, superdxido; 'Oz, oxigeno
singlete; Fe?*, Hierro (11); Fe*, Hierro (111); ROS, especies reactivas de oxigeno; RNS, especies
reactivas de nitrogeno. Modificado de (Liu et al., 2023).
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1.4 La medicina tradicional como fuente de compuestos activos

El uso de metabolitos de plantas comenzo en el afio 2600 a.C. y desde entonces los metabolitos
secundarios provenientes de las plantas se han utilizado principalmente para fines medicinales
y de veneno. La morfina fue el primer producto natural aislado de la adormidera (Papaver
somniferum) en 1806 y abrié una nueva era en la investigacion de metabolitos secundarios
(Twaij y Hasan, 2022).

Desde hace siglos, el humano ha dependido de los recursos vegetales que brinda la
naturaleza para sus necesidades basicas como la produccion de alimentos, fabricacion de ropa,
fragancias, ornamentos y entre las tantas aplicaciones que se les dan, el uso medicinal. Estos
conocimientos se han transmitido de generacion en generacion y han evolucionado con base en
observaciones, experiencia y experimentos de prueba y error. Una de las ventajas que posee el
uso de plantas medicinales es la disponibilidad, ademas de que son culturalmente aceptables,
por lo cual son utilizadas cominmente por las poblaciones indigenas (Karunamoorthi et al.,
2012). La OMS define la medicina tradicional como “Todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y préacticas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes
culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la
prevencion, el diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o mentales”, 1a
cual utiliza distintas partes de las plantas o la planta completa con el fin de tratar enfermedades
(Asuzu et al., 2022).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se estima que alrededor del
80% de la poblacion en paises en vias de desarrollo utiliza la medicina tradicional como primer
nivel de atencion en salud (Avila, 2017). En México, el uso de plantas a través de la medicina
tradicional es ancestral; por lo que el nimero de pacientes que recurre a la medicina alternativa

es de entre el 15y 20% del total de la poblacion (Horacio et al., 2017).

Por lo anteriormente expuesto, la salud humana ha estado indisolublemente ligada al uso
de hierbas medicinales durante milenios (Theodoridis et al., 2023), adicionalmente las plantas
representan la principal fuente de moléculas para el desarrollo de nuevos farmacos, lo que

intensifica el interés de las industrias transnacionales en la busqueda de sustancias obtenidas de
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fuentes vegetales (Nunes et al., 2020); especialmente porque solo el 5.2% cuenta con estudios
etnofarmacoldgicos (Atriano y Benito, 2021; Dorado, 2020; Nasrat et al., 2022).

1.4.1 Metabolitos secundarios.

Los compuestos producidos por las plantas se clasifican en metabolitos primarios y secundarios.
Los metabolitos primarios, como carbohidratos, lipidos y proteinas, son directamente
involucrados en el desarrollo y crecimiento de las plantas (Kisiel et al., 2023; Twaij y Hasan,
2022). En contraste, los metabolitos secundarios son compuestos derivados de metabolitos
primarios y se producen a partir de modificaciones biosintéticas, tales como la metilacion,
glicosilacion e hidroxilacién (Setyorini y Antarlina, 2022). Estos compuestos tienen un papel
importante en la interaccion de la planta con su entorno ya que les permiten responder a diversos
tipos de estrés (Jan et al., 2021). La sintesis de los metabolitos secundarios depende tanto de
factores bidticos como de factores abidticos como el crecimiento, la fisiologia, la temperatura,
sequia, salinidad la humedad relativa, intensidad de la luz, entre otros (Zhou et al., 2022). Su
produccién es a menudo baja (menos del 1% en peso seco), por tanto, para mejorar el
crecimiento y la productividad de los metabolitos, estos factores deben optimizarse. Los
principales tipos de metabolitos secundarios son los terpenos, alcaloides, glicdsidos y
compuestos fendlicos (Figura 6 Twilley y Lall, 2018).
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Figura 6. Diversos estreses bidticos y abioticos afectan el crecimiento y desarrollo de las
plantas; por lo que desarrollan mecanismos de defensa para mitigar estas tensiones. Se
ejemplifican cuatro tipos de metabolitos secundarios involucrados en varios modos de
resistencia.

Los terpenoides son la familia mas grande de compuestos vegetales que exhiben enormes
estructuras y diversidad funcional, son un grupo Unico de productos naturales a base de
hidrocarburos cuyas estructuras derivan del isopreno (Roba, 2021). Los alcaloides son
metabolitos especializados con nitrdgeno como elemento caracteristico presente en sus
estructuras quimicas, se clasifican en compuestos heterociclicos y no heterociclicos, segun la
posicion del atomo de nitrégeno en su estructura quimica (Bhambhani et al., 2021). Los
glucosidos se definen como compuestos en los que uno o0 méas azucares (glicona) se combinan

con moléculas no azucares (aglicona) mediante un enlace glicosidico (Banik et al., 2022). Estos
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metabolitos tienen la capacidad de interactuar con la bicapa lipidica de las membranas
bioldgicas debido a la lipofilia exhibida por la aglicona del glucésido (Bejarano et al., 2021).

El fenol en si es un anillo de benceno que esta sustituido con un grupo hidroxilo (OH) (Al
Mamari, 2021). EI término polifenol se utiliza para referirse a flavonoides, taninos, acidos
fendlicos y sus derivados modificados quimicamente o polimerizados. Los polifenoles pueden
actuar como antioxidantes, principalmente debido a los grupos fendlicos donadores de
electrones en sus estructuras (Bié et al., 2023). Los polifenoles eliminan radicales libres
principalmente mediante la transferencia de atomos de hidrégeno (H) desde los grupos OH al
radical libre (Raho y Mohamed, 2021). Varios informes bibliograficos sugieren que el potencial
redox de los polifenoles se correlaciona con su actividad antioxidante, de modo que una
disminucion en los valores del potencial redox conduce a un aumento en la capacidad de
eliminacién de radicales, sin embargo; estos valores se ven fuertemente afectados por la
naturaleza, numero y posicion de los sustituyentes en los anillos arométicos de los polifenoles,

alterando fuertemente su eficiencia antioxidante (Costa et al., 2021; Zhang et al., 2022).

Entre las funciones ecoldgicas de los metabolitos secundarios se encuentra el actuar como
antimicrobianos o insecticidas que disuaden a los depredadores; asi como sustancias alelopaticas
que pueden desalentar a las malas hierbas competidoras, especificamente los compuestos
fendlicos y flavonoides, juegan un papel central en el sistema de defensa de las plantas; mientras
que, por el contrario, algunos metabolitos secundarios pueden atraer polinizadores o simbiontes
a través de sus propiedades cromaticas, olfativas o quimiotacticas (Kisiel et al., 2023; Mamdouh
y Smetanska, 2022; Ochatt et al., 2022; Ozyigit et al., 2023). Aparte de su impacto directo para
la planta, los metabolitos secundarios tienen un interés primordial para las actividades humanas
como fragancias, tintes, pesticidas, antioxidantes o productos farmacéuticos (Jamwal et al.,
2018; Lynch, 2022; Salim et al., 2023).

Ante ciertos estreses biodticos y abidticos, las plantas pueden reducir rasgos morfoldgicos
como el nimero de hojas o ramas, area foliar, altura y volumen de la raiz. De hecho, las plantas
tienen una diversa gama de mecanismos de defensa que les permiten hacer frente a condiciones
de estrés y mejorar la acumulacion de metabolitos secundarios durante este periodo (Jamwal et
al., 2018). Las sefiales de amenaza son reconocidas por los receptores y sensores de las plantas,

que permiten respuestas defensivas para protegerlos de estas tensiones (Figura 7). Los factores
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de transcripcion juegan un papel en el control de defensa de la planta al detectar sefiales de estrés
y dirigir la expresion de genes de defensa corriente abajo (Jan et al., 2021).

Las fitohormonas juegan un papel importante en la primera etapa del reconocimiento del
estrés abiotico. Asi tenemos que la sefializacion del estrés oxidativo que se inicia en los tejidos
vegetales debido a la mayor abundancia de compuestos de sefalizacion, entre los que se
encuentran el &cido abscisico y el etileno. La respuesta de la planta comprende el inicio de la
sintesis intensiva de solutos compatibles como prolina, glicina, betainas o azlcares que poseen
propiedades osmoliticas y compuestos con fuertes propiedades antioxidantes, seguido de la

disminucion de la conductancia estomatica (Jan et al., 2021; Piasecka et al., 2019).

La complejidad de los metabolitos secundarios radica en que, al ser producidos por
organismos Vvivos, poseen propiedades especificas para el cumplimiento de diferentes funciones.
Esto lo logran mediante su estructura quimica, la cual busca la mayor afinidad a proteinas,
enzimas y biomoléculas especificas para la realizacion de ciertas funciones bioldgicas y les
brinda selectividad en la manera de actuar (Atanasov et al., 2015). Aunado a esto, los agentes
terapéuticos generados a partir de metabolitos secundarios pueden evitar los efectos secundarios
adversos, a diferencia de los sintéticos, los cuales presentan menor efecto terapéutico y mayores
efectos secundarios (Mathur y Hoskins, 2017). Actualmente, méas del 60% de los medicamentos
sintéticos son basados o derivados de productos naturales y el compuesto activo del 75% de los

farmacos utilizados en la terapia contra el cancer son basados en plantas (Sharifi et al., 2019).
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Figura 7. Etapas de las reacciones de las plantas a los estreses bioticos y abioticos. Los procesos
particulares pueden ser especificos para cada estimulo ambiental, sin embargo, cada uno de ellos
conduce a una mejora de la adaptacion de la planta al estrés y a una respuesta mas eficaz en el
futuro.

1.4.2 Rutas metabdlicas de metabolitos secundarios.

En las plantas silvestres las rutas metabolicas secundarias pueden ser modificadas por factores
externos, como los niveles de nutrientes, factores de estrés, luz y reguladores del crecimiento
(Babich et al., 2021; Kisiel et al., 2023). Sobre la base de las vias biosintéticas, los metabolitos
secundarios se dividen en tres grupos principales (Figura 8): compuestos fendlicos sintetizados
en la ruta del shikimato, terpenos sintetizados en la via mevaldnica y compuestos que contienen

nitrégeno sintetizado en la via del ciclo de Kreb (Twaij y Hasan, 2022)
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Figura 8. Rutas del metabolismo secundario.

La ruta de los policétidos desempefia un papel vital en la biosintesis de acidos grasos. Se
derivan de acetil CoA o malonil CoA. Los metabolitos secundarios establecidos a partir de la
via de los policétidos incluyen acetogeninas, jasmonatos, acido metilsalicilico, plumbagina,
coniina y antraquinonas (Jan et al., 2021).

La biosintesis de terpenoides en plantas utiliza dos vias autbnomas, es decir, la ruta del
acido mevalodnico y la del metil-D-eritritol. La primera via sirve a los precursores para la sintesis
de brasinoesteroides, sesquiterpenoides, fitoesteroles, triterpenoides, y poliprenoles. La segunda
via se utiliza para la biosintesis de monoterpenoides, diterpenoides, hemiterpenoides,
tocoferoles, plastoquinonas, reguladores del crecimiento vegetal como citoguininas, giberelinas,

entre otras (Setyorini y Antarlina, 2022).

La via del shikimato esta altamente conservada y se conoce que es la principal fuente de
fenilpropanoides y compuestos aromaticos (Twaij y Hasan, 2022). Se considera que es una via
metabolica esencial en las plantas en relacién con el flujo de carbono, ya que se estima que mas

del 30% del carbono fijado se aprovecha a través de esta via (Lynch, 2022). El metabolismo
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general de los fenilpropanoides implica la participacion de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) (Schott et al., 2022); esta enzima cataliza el proceso de sintesis mediante la desaminacion
de la fenilalanina a &cido cinamico, que ademas es catalizada por la tirosina amoniaco liasa para
producir &cido p-cumarico (Sagharyan et al., 2020; Vazquez et al., 2016). Ambos cindmicos y
el 4cido p-cumérico son catalizados por 4-cumaroil-CoA ligasa para cinamoil-CoA y p-
cumaroil-CoA (Zhou et al., 2022). Estos fenoles son precursores de los compuestos
polifendlicos, que son estilbenos (esqueleto de carbono C6-C2-C6), flavonoides (C6-C3-C6) y
lignanos ((C6-C3)2) (Setyorini y Antarlina, 2022). Especialmente, p-cumaroil-CoA es un
intermediario clave en la biosintesis de varios fenilpropanoides tales como las cumarinas,
flavonoides, lignanos, estilbenoides, catequinas, vainillina, &cido galico, betalainas, entre otros
(Twalij y Hasan, 2022).

La diversidad de los fenilpropanoides es causada por la hidroxilacién, metilacién,
acilacion, isomerizacion, oligomerizacion y/o glicosilacion que modifican los metabolitos
secundarios a productos con mayor estabilidad y solubilidad en agua; aunque también pueden
ser inactivados y detoxificados (Metsdmuuronen y Sirén, 2019). En general, los
fenilpropanoides se almacenan como glicosilados, se forman en la vacuola, desde donde pueden
ser liberados y escindidos adicionalmente por b-glucosidasas dando paso a la forma activa o
aglicona (Schott et al., 2022; Zhou et al., 2022).

1.4.3 Mecanismo de accion de compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son la categoria mas grande de fitoquimicos y los mas ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. La ruta del shikimato se activa en condiciones de estrés para
producir triptéfano, tirosina y fenilalanina, que mejoran ain mas la biosintesis de estos

compuestos (Kisiel et al., 2023).

Las plantas tienen un sistema sofisticado de reconocimiento y sefializacion que permite
detectar rapidamente el ataque de patdgenos y puede iniciar una respuesta defensiva dinamica.
Los compuestos fendlicos se acumulan en varias partes de la planta dependiendo de la condicion
de estrés; los solubles se sintetizan comunmente en el reticulo endoplasmico y se conservan en

vacuolas, mientras que los poco solubles se producen por la transformacion de compuestos
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fendlicos solubles en la pared celular, donde se conjugan con moléculas de la pared celular a
través de enlaces glucosidicos y de tipo éster. Su acumulacién esté regulada a nivel molecular
por varios genes que codifican factores de transcripcion (Jan et al., 2021; Setyorini y Antarlina,
2022) .

Los polifenoles son buenos antioxidantes, capaces de neutralizar la reactividad destructiva
de especies reactivas de oxigeno/nitrégeno producidas como subproductos del metabolismo
(Costa et al., 2021). Los compuestos fenolicos pueden eliminar directamente los radicales libres
después de ingresar a las celulas y activar varias vias de sefializacion celular, que incluyen al
factor nuclear eritroide-2 (NFE2) relacionado con factor 2 (Nrf2) asociado con Kelch complejo
de proteina 1 (Keapl Figura 9). Cuando se activa, el complejo Nrf2-Keapl se inducen
mecanismos de defensa celular, incluidas las enzimas desintoxicantes de fase II, los
transportadores de fase 11, proteinas de estrés antioxidante y otras moléculas de defensa contra
el estrés que protegen a las células normales de EROs y metabolitos reactivos de especies

cancerigenas.

Otro mecanismo que puede ser activado por fenoles es la cascada de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (PQAM), que ayuda a regular la proliferacion, la diferenciacion, la

reduccion del estrés y la apoptosis en las células (Gupta et al., 2017).

El elemento de respuesta antioxidante (ERA) en la regién promotora de genes
seleccionados permite la regulacion ascendente coordinada de enzimas antioxidantes vy
desintoxicantes en respuesta a fitoquimicos. Esta regulacion positiva estd mediada por el factor
nuclear (derivado de eritroides 2) similar a (Nrf2) que puede activarse por moléculas enddgenas
y exdgenas o condiciones estresantes. Estos agentes interrumpen la asociacion entre Nrf2 y
Keapl con la posterior translocacion nuclear de Nrf2. En el nucleo celular, Nrf2 interactda con
la pequefia proteina Maf, formando un heterodimero que se une a la secuencia ERA en la region
promotora y regula al alza la transcripcion de muchos genes que codifican enzimas
desintoxicantes (Davinelli et al., 2012; Gupta et al., 2017).
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Figura 9. Mecanismo para la regulacion de la expresion de genes antioxidantes mediado por
Nrf2 en presencia de fitoquimicos. Nrf2 permanece asociado con la proteina Keapl en la forma
del complejo Keapl-Nrf2 en condiciones homeostaticas, por lo tanto, retenido dentro del
citoplasma por la proteina Keapl. La interaccion de los FQ con la proteina Keapl desencadena
la liberacion de Nrf2 del complejo Keapl-Nrf2. Los radicales libres (RL) generados por FQ
pueden activar las diversas vias de sefializacion, lo que puede desencadenar la liberacién y
translocacion de Nrf2 del citosol al nucleo, que es responsable de la expresion de los genes
antioxidantes. (FQ- Fitoquimico; AQ-Agente quimiopreventivo; RL-Radicales libres; PQC-
Proteina quinasa C; FI3Q-fosfoinositido 3-quinasa; PQAM- proteina quinasa activada por
mitdgeno; Keapl- proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch; Nrf2-factor nuclear-factor 2
relacionado con eritroide 2; ERA- elemento de respuesta antioxidante; AO- Antioxidante;
ARNmM- Acido ribonucleico mensajero; GUT glucuronosiltransferasa; HO-1-hemooxigenasa-1;
GST- glutationS-transferasa; NQO1-NAD(P)H-quinona oxidorreductasa 1; MC- Membrana
celular; MN- membrana Nuclear).

La activacion de la via Nrf2 podria inhibir la produccion o expresion de mediadores
proinflamatorios, incluidos citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, metaloproteinasas
de matriz, ciclooxigenasa-2 y éxido nitrico sintasa inducible (Davinelli et al., 2012). En el

contexto de la tumorogénesis, ha habido un interés renovado en Nrf2 como impulsor de la
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progresion y resistencia a la terapia del cancer, en los Ultimos afios, debido a que muchas células
cancerosas secuestran la sefializacion de estrés del reticulo endoplasmatico para promover la

progresion del tumor (Sarcinelli et al., 2020).

Ademas de que los compuestos fendlicos son conocidos como antioxidantes y posibles
quelantes de metales se le han atribuido varias propiedades terapéuticas y de inhibicion de
enfermedades como antioxidantes, antiinflamatorios anticancerigenos, antivirales y
antibacterianos, lo cual los coloca entre los grupos naturales de compuestos activos para la
nutricion humana y el cuidado de la salud (Mamdouh y Smetanska, 2022; Metsamuuronen y
Sirén, 2019; Bié et al., 2023; Ozyigit et al., 2023).

1.5 Cultivos vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales se refiere al conjunto de técnicas que permiten la multiplicacion
de plantas a partir de diversos tejidos de una planta madre, obteniendo asi muchos ejemplares a
partir de poco material vegetativo (Castafieda et al., 2014). Desde que se cre0 este cultivo a
inicios del siglo XX por Haberlandt, se convirtio en una herramienta esencial para la

investigacion de plantas (Calva y Pérez, 2005).

El principio basico del cultivo vegetal consiste en la propagacion asexual, el balance
hormonal y la totipotencialidad de las células vegetales, esta Gltima es Unica en plantas, no puede
encontrarse en animales superiores e indica que cualquier célula vegetal contiene una copia
integra del material genético de la planta a la que pertenece sin importar su funcién o posicion
en ella'y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una nueva planta completa por medio de

la divisidn y diferenciacion celular (Ozyigit et al., 2023).

La propagacion asexual de tipo clonal, también conocida como micropropagacion es la
técnica universal de clonacion masiva de plantas; se fundamenta en la plasticidad celular, las
gue permiten a las células vivas convertirse en una nueva célula genéticamente idéntica a la que
le dio origen mediante procesos de diferenciacion celular, llegando a formar células, tejidos,
organos e individuos completos. Esta técnica es muy utilizada en cultivos de importancia
econdmica, puesto que permite cultivar células de diversos tipos celulares (tejidos, 6rganos,

semillas, embriones) produciendo plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de un
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genotipo selecto y con una tasa de multiplicacion ilimitada. Los cultivos son realizados en
medios enriquecidos especificos que permiten las condiciones necesarias para la embriogénesis
u organogeénesis, siendo necesario un estricto control de las condiciones ambientales. Ademas,
una vez ajustados los protocolos para la especie o cultivo de interés, es posible automatizar el

proceso y multiplicar la produccion.

Los medios de cultivo deben optimizarse para cumplir con las necesidades nutricionales
requeridas para el tejido in vitro. Por regla general, se hace a partir de variaciones en la
concentracion de nutrientes minerales, sustancias organicas y reguladores del crecimiento de las
plantas. Los reguladores de crecimiento vegetal mas empleados pertenecen al grupo de las
auxinas y las citoquininas. Las auxinas en el medio de cultivo se relacionan con la formacién de
raices adventicias y tejidos callogénicos, mientras que las citoquininas provocan la division
celular y crecimiento de brotes. La interaccion de las auxinas y las citoquininas también se
utilizan ampliamente para la induccion y mantenimiento de los callos. Las auxinas inician la
division celular y controlan los procesos de crecimiento y elongacion celular porque inducen la
transcripcion de ARN mensajero, moléculas capaces de codificar proteinas importantes para el
crecimiento (De Queiroz et al., 2015). La citoquinina es la hormona vegetal mas importante
para potenciar el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que promueve la divisién celular y

la diferenciacion.

Actualmente se han elaborado diferentes medios de cultivo, entre los mas empleados se
encuentra el medio MS desarrollado por Murashige y Skoog (1962) y el medio, Woody Plant
Medium (WPM) fabricado por Lloyd y Mc Cown (1980). EI medio MS proporciona un
crecimiento exitoso de células y tejidos debido a la alta concentracién de amonio, nitrato y
potasio. Sin embargo, este medio tiene una baja cantidad de fosfato, lo que, segin muchos
investigadores, es insuficiente para sostener el crecimiento de varias especies. Por otro lado, el
medio WPM, desarrollado para el cultivo de brotes de plantas lefiosas, tiene una concentracion
del 25% de amonio, nitrato, sulfato y iones de potasio y el doble de la concentracion de iones
de fosfato, en comparacion con el medio MS. De hecho, una mayor concentracion de potasio y
un alto nivel de iones de sulfato son ampliamente utilizados en la micropropagacion de plantas

lefiosas como arbustos y arboles (De Queiroz et al., 2015).
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Por lo que, dicho de una forma mas amplia en un ambiente con condiciones controladas,
usando medios de cultivo definidos, una planta entera puede regenerarse a partir de pequefios
explantes provenientes de la planta madre; la tasa de crecimiento dependera de varios factores,
entre ellos la edad, la especie, el tipo de tejido, la composicion de los medios de cultivo y las

condiciones ambientales (Mamdouh y Smetanska, 2022).

Todos los métodos de cultivo de tejidos vegetales siguen una serie de pasos. Primero, la
planta de interés necesita ser seleccionada; las plantas deben estar libres de enfermedades e
insectos; si la planta lo requiere, algunos pretratamientos (fungicidas y pesticidas) pueden ser
aplicados. Las concentraciones de reguladores del crecimiento vegetal podrian diferir segun el
tipo de planta. La temperatura, la luz y otras variables culturales tienen un papel en la creacion
de callos y crecimiento. El siguiente paso es la iniciacion del cultivo in vitro mediante la escision
de pequefios trozos de plantas (explantes) o el uso de semillas y su esterilizacion superficial con
productos quimicos. Seguidamente se procede a la inoculacién de estos explantes en el medio
de cultivo y por ultimo se incuban en condiciones de luz, temperatura y humedad definidas.
Estos pasos permiten la produccion masiva de plantas, el crecimiento de determinados érganos

y la obtencion de callos.

Dentro del mencionado algoritmo la seleccion de la planta utilizar es un factor decisivo
para el cultivo, dicha eleccion dependerd de una serie de factores, siendo las principales el
propésito del estudio y la disponibilidad de la planta. La mayoria de las plantas empleadas para
la produccion de metabolitos secundarios son de tipo silvestre, no cultivadas, ya que contienen

las herramientas metabolicas necesarias para la produccion de muchos metabolitos de interés.

Por otra parte, la eleccion de los medios de cultivo adecuados juega un papel vital en la
fabricacion de metabolitos secundarios. Los componentes del medio de cultivo como macro y
micronutrientes, vitaminas, carbohidratos (azUcares) y aminodcidos, y reguladores del
desarrollo vegetal, por ejemplo, citoquininas, auxinas, las giberelinas, jasmonatos y salicilatos

influyen en la produccion de metabolitos.
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1.5.1 Cultivo de callos

Los metabolitos de las plantas se pueden aislar de plantas cultivadas naturalmente, pero su
produccion comercial es limitada debido a problemas ambientales y limitaciones regionales.
Muchas plantas no pueden propagarse de forma natural por la baja produccion y viabilidad de
sus semillas, las infecciones bacterianas y fungicas, la introduccién de especies exoticas, la
deforestacion y la pérdida de habitat; por lo que se necesita de técnicas biotecnolégicas
modernas para satisfacer las demandas de las industrias farmacéuticas, tales como el cultivo de
tejidos vegetales (Islam y Alam, 2018; Lozano., 2015; Rodriguez et al., 2014). Esta técnica es
indispensable para la produccion de plantas libres de enfermedades, multiplicacion rapida de
plantas raras, genotipos, transformacion del genoma vegetal y produccion de metabolitos
derivados de plantas de importante valor comercial. Existen diferentes sistemas in vitro para la
produccién de metabolitos secundarios, entre ellos se encuentran las suspensiones celulares,
cultivo de raices peludas y el cultivo de callos (Mamdouh y Smetanska, 2022; Ozyigit et al.,
2023).

Los callos se desarrollan naturalmente en una planta a causa de una herida, son una masa
de células irregulares indiferenciadas, que pueden diferenciarse o multiplicarse indefinidamente
en respuesta a agentes quimicos o lesiones fisicas y tienen la capacidad de diferenciarse en
tejidos y 6rganos (De Queiroz et al., 2015). Los cultivos de callos suelen tomar un breve tiempo
para multiplicarse, necesitan espacios pequefios, no son caros, no requieren equipamiento
especial, y pueden ser aplicados en diferentes escalas (Mamdouh y Smetanska, 2022). Por este
motivo entre las técnicas de cultivo in vitro, el cultivo de callos se destaca como una alternativa
econdmicamente viable que puede ser utilizada para la preservacion de especies y para la
obtencidn de metabolitos bioactivos de las plantas; debido a que los callos son heterétrofos, por
lo que carecen de estructuras lignificadas, lo que facilita la extraccion e identificacion de

metabolitos secundarios (Avinash y Umesha, 2018; De Queiroz Braga et al., 2015).

Se denomina organogeénesis al proceso que implica la formacion in vitro de estructuras
vegetales, incluidas raices, brotes y hojas, a través de su derivacion directa del meristemo o
indirectamente, del callo (Figura 10). El proceso de regeneracion vegetal via organogénesis es
posible a través de reguladores del crecimiento vegetal que se modifican alterando sus

concentraciones en el medio nutritivo para actuar sobre la formacion de callos y la
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diferenciacion de meristemas adventicios en 6rganos (Ozyigit et al., 2023). El callo puede
entonces utilizarse para regenerar plantas enteras, o puede ampliarse para la produccion de

metabolitos importantes en suspension celular (Babich et al., 2021).
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Figura 10. Vias de regeneracion de plantas por cultivo de tejidos. Esquema modificado a partir
de (Boeri, 2016).
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1.5.2 Produccién de metabolitos secundarios in vitro

Se ha documentado ampliamente que las fuentes vegetales ricas en una variedad de metabolitos
secundarios se pueden usar con fines medicinales y terapéuticos y se han realizado esfuerzos
para comercializar la produccion para el beneficio humano. En este sentido la biotecnologia in
vitro puede mejorar significativamente la produccion y uso de metabolitos secundarios (Ochatt
et al., 2022), debido a que en ocasiones no es posible utilizar la via de sintesis bioquimica de
metabolitos secundarios a nivel industrial debido a la complejidad de las vias metabolicas; sus
estructuras complicadas de sintetizar en un laboratorio y la quiralidad que exhiben estos

compuestos (Cui et al., 2022).

Los métodos convencionales para la obtencion de metabolitos secundarios por lo general
consumen mucho tiempo ya que la planta tarda varios afios en crecer y alcanzar el punto para la
produccidn deseada de metabolitos. Por otro lado, la mayoria de estos compuestos bioactivos se
aislan de la naturaleza, lo que lleva a una sobreexplotacion de especimenes silvestres o de
plantas cultivadas que pueden tener bajas tasas de acumulacion del producto de interés, a
menudo debido a un conocimiento incompleto de las condiciones mas favorables para su
biosintesis. Por este motivo los cultivos in vitro (células, callos, yemas y brotes) brindan la mejor
alternativa para el suministro suave y constante de ingredientes activos vegetales permitiendo

superar las limitaciones ambientales (Babich et al., 2021; Khan et al., 2021)

El cultivo de plantas medicinales y la produccion in vitro de metabolitos secundarios son
las unicas formas sostenibles para satisfacer la demanda del mercado (Babich et al., 2021). La
acumulacién de metabolitos secundarios ocurre normalmente en plantas a las que se les han
introducido varias moléculas sefializadoras o elicitores (Ochatt et al., 2022). En este sentido, los
reguladores del crecimiento vegetal se han utilizado como elicitores competentes para estimular
la produccién de metabolitos secundarios de las plantas, estos compuestos abarcan sustancias
hormonales de ocurrencia natural (fitohormonas) asi como sus analogos sintéticos Tabla 1
(Jamwal et al., 2018).

33



Tabla 1. Principales hormonas y sus tipos.

Hormonas sintéticas

Principales Hormonas naturales
hormonas
Auxinas Auxina Indol-3-acido
acético (AIA)

Indol-3-acetonitrilo (IAN)
Indol-3-acetaldehido (IAc)
Etilindolacetato
Acido indol-3-piravico
(AIP)

Citoquininas Ribosilzeatina
Zeatina
Isopentiniladenina
Dihidrozeatina

Giberelinas GA
GA4

GA7
Etileno Etileno

Brasinoesteroides Dolicolida
28-homodolicolida
Castasterona
Dolicosterona
28-homodolicosterona
Tifasterol
Jasmonatos Acido jasménico

Estrigolactonas Estrigol
Orobanchol

Acido indol 3 butirico (AIB)

Acido indol 3 propiénico (AIP)
Indazol 3 écido acético
Acidos clorofenoxipropidnicos
Acido naftaleno acético (ANA)

Acido fenoxiacético (APA)
Acido 2, 4-diclorofenoxiacético
(2,4-D)

Acido 2.,4,5-triclorofenoxiacético
(2,4,5-T)

Naftaleno acetamida (NAAM)
Acido 2-naftoxiacético (ANO)
Acido 2, 3,5-triodobenzoico (ATB)
Acido tianaften-3-propiénico (ATP)
6-Bencil amino purina
6-fenil aminopurina
Kinetina
[(N-Bencil-9-(2-etrahidropiranilo)
adenina] (BEA)
Difenilurea
Tidiazur6n
Bencimidazol
Adenina
6-(2-tenilamino) purina
GA
GA;

Ethephon
Ethrel
Cinco 5-hidroxi-6-cetona

Dihidrojasmonato de metilo
Acido dihidrojasmoénico
Jasmonato de metilo
GR24
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Se conoce que los reguladores de crecimiento funcionan a bajas concentraciones e
intervienen en procesos fundamentales del crecimiento y desarrollo y en la regulacién de la
produccién de metabolitos secundarios en plantas en cultivos de tejidos vegetales (Jamwal et
al., 2018). Los elicitores en cultivos de callos funcionan en bajas concentraciones e intervienen
en procesos fundamentales para el crecimiento y desarrollo y produccion(Jan et al., 2021). Los
elicitores mas utilizados y probados son el &cido jasménico y su éster metilico Ilamado
jasmonato de metilo, triptéfano, fenilalanina y moléculas mensajeras especificas de plantas que
se originan a partir del &cido araquiddnico (Twaij y Hasan, 2022). Aunque se sabe qué elicitores
particulares deben usarse para metabolitos peculiares, ain no se conoce como las células
vegetales reconocen un elicitor y como se transforman las sefiales en las células que expresan y
controlar la biosintesis de genes relacionados para producir metabolitos secundarios (Cui et al.,
2022). Por otro lado, la productividad de los metabolitos secundarios en los cultivos in vitro no
solo depende de los elicitores, sino también de la composicién del medio de cultivo, el pH, la
densidad del indculo, la temperatura, la luz, humedad, aireacion, etc (Mamdouh y Smetanska,
2022).

La produccion biotecnologica de metabolitos en cultivos de células y érganos vegetales
es una atractiva alternativa a la extraccion de material vegetal entero, sin embargo, el uso de
cultivos de células y 6rganos vegetales solo ha tenido éxito comercial limitado. Debido a que el
proceso de seleccion de cultivos estables de alto rendimiento es de naturaleza empirica y
finalmente por la falta de comprension de la sintesis y regulacion de los metabolitos secundarios
(Namdeo, 2007).

1.6 Género Acalypha

La familia Euphorbiaceae es una de las mas diversificadas de las angiospermas y del orden
Malpighiales, con 300 géneros y, aproximadamente, unas 6500 especies (Davis et al., 2005;
Wurdack y Davis, 2009). Se caracteriza por tener habito arbustivo, estipulas laterales, hojas
simples y alternas, venacion generalmente acrodroma, inflorescencias en espiga, racimos o
paniculas uni o bisexuales, anteras vermiformes, estilos multifidos y bracteas generalmente

acrescentes en fruto (Gomez et al., 2015).
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Acalypha Linnaeus (1753: 1003) (Euphorbiaceae: Acalyphoideae) comprende alrededor
de 500 especies de arboles pequefios, arbustos y hierbas que ocupan una amplia gama de hébitats
en todo el mundo, desde selvas tropicales hasta semidesiertos y desde el nivel del mar hasta
4000 m de altitud. La mayoria de las especies crecen en areas tropicales y subtropicales (Cardiel
y Montero, 2018). América es el hogar de casi dos tercios de las especies, que van desde el
sureste de Canada y los Estados Unidos hasta Uruguay y el norte de Argentina. México y
Centroamérica se destacan como el centro de diversidad del género, Africa oriental tropical es
un centro secundario de diversidad. Acalypha esta incluida en la subfamilia Acalyphoideae, la
mas diversa y compleja de la familia Euphorbiaceae. Resultados moleculares preliminares de la
filogenia de Acalypha sugieren que el género aparecio por primera vez en Africa (Mufioz et al.,
2014; Mufioz et al., 2018).

Las hojas de las especies de Acalypha son alternas, pecioladas o subsésiles y poseen una
ldmina entera, crenada o dentada. Las flores estaminadas tienen de 4 a 8 estambres y anteras
vermiformes. Las flores pistiladas son a menudo prominentemente bracteas con 3 sépalos, 3
carpelos y 1 dvulo por carpelo y estilos divididos. Varias especies de Acalypha comparten la

caracteristica de las flores y los frutos pistilados alomorficos (Soladoye et al., 2008).

Recientemente estan proliferando los estudios sobre las propiedades medicinales
(antitumorales, antimicrobianas, entre otras) en distintas especies del género, ya que
comunmente, se utiliza la planta completa incluyendo las hojas, tallos y raices en remedios
tradicionales (Seebaluck et al., 2015).

1.6.1 Género Acalypha como fuente de metabolitos bioactivos

Un gran porcentaje de las especies de Acalypha estudiadas han sido evaluadas para determinar
sus actividades bioldgicas: A. indica, A. hispida, A. fruticosa y A. wilkesiana son las especies
mas citadas. Comunmente se utilizan las especies del género en remedios tradicionales, para
hacer mezclas y decocciones con la planta completa incluyendo las hojas, tallos y raices para
tratar diversos padecimientos (Seebaluck et al., 2015); algunas de estas especies son A.
monostachya, A. pleoides y A. lindheimeri (Estrada et al., 2018; Estrada et al., 2023). Varios

fitoquimicos reportados del género Acalypha incluyen taninos, flavonoides, fenolicos,
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saponinas, alcaloides, terpenoides, cumarinas, antocianinas y antraquinonas y otros compuestos
bioactivos. Se han identificado més de 167 compuestos de alrededor de 19 especies, de los

cuales aproximadamente el 10 % resultaron bioactivos (Seebaluck et al., 2015b).

Un estudio realizado en A. hispida revelo el alto contenido de acido elagico junto con
otros constituyentes fenolicos, los que pudieron haber jugado un papel importante en la
actividad antiinflamatoria y antioxidante observada (Siraj et al., 2016). Los extractos de
Acalypha wilkesiana contienen altos niveles de triterpenos, alcaloides, taninos y flavonoides,
ademas de niveles moderados de saponinas (Lim et al., 2011). Los resultados de analisis
fitoquimicos de Acalypha godseffiana revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas y terpenoides (Olubodun et al., 2021). Varios constituyentes quimicos han sido
aislados de A. indica incluyendo: taninos, L-quebrachitol, glucésidos de kaempferol y el
glucdsido cianogénico acalyphin (Sanseera et al., 2012). Refilda et al., 2021 evaluaron la
actividad antioxidante de los extractos metanolicos y etandlicos de A. indica y encontraron que
esta se debia a la presencia de compuestos pertenecientes al grupo de los fenoles, tales como los
flavonoides, asi como a esteroides, terpenoides y alcaloides. Kambara et al., 2006 purificaron
el tetraterpeno acalyphaser A, aislado de A. siamensis, empleando técnicas de RMN vy
espectrometria de masas. ElI examen fitoquimico preliminar realizado en A. ciliata reveld la
presencia de alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos, azlcares reductores, fenoles,
glucdsidos y resinas en algunos de los extractos evaluados (hexano, acetato de etilo, metanol)
(Odeja et al., 2016).

1.6.2 Actividad antiproliferativa y anticancerigena en el género Acalypha

Se les han conferido propiedades anticancerigenas a numerosas especies del género. Una
investigacion realizada en A. wilkesiana arrojo que los extractos de acetato de etilo y hexano
poseen valiosos efectos citotoxicos que desencadenan la apoptosis en células cancerosas
U87MG (glioblastoma astrocytoma) y A549 (carcinoma de pulmon) a traves de la induccion de
rupturas de simple y doble cadena en la molécula de ADN (Lim et al., 2011). A. siamensis
exhibi6 una fuerte inhibicién mediante ensayos de citotoxicidad utilizando células de leucemia

murina P388 (Kambara et al., 2006). Otros estudios realizados en A. wilkesiana indican la
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presencia de actividad citotoxica en HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF7 (carcinoma de
mama) empleando fracciones de extracto etandlico que muestran una inhibicién del 75.8% vy del
87.1%, respectivamente; asi como una potente actividad antioxidante al realizar una prueba de
DPPH (Abubakar et al., 2018). Guillén et al., 2021 demostraron un efecto citotdxico in vitro a
partir de extractos de A. monostachya en las lineas celulares tumorales humanas HelLa
(carcinoma de cuello uterino) y MDA-MB-231 (cancer de mama triple negativo), siendo mas
sensibles en células HelL a; especialmente los extractos metanolicos y hexanicos mostraron el
mayor efecto citotoxico a concentraciones minimas en comparacion con el extracto acuoso que
mostrd este efecto en las concentraciones mas altas. Sin embargo, todos los extractos indujeron
cambios morfoldgicos significativos en células tumorales. Otros estudios han demostrado la
actividad anticancerigena de los extractos metanolicos, hexanicos y de cloroformo de A. indica
mediante el ensayo de resazurina; estos extractos no fueron citotoxicos para células Vero (rifion
no tumoral) pero si mostraron actividad anticancerigena frente a células NCIH187 (carcinoma
de pulmén) (Sanseera et al., 2012). Rajkumar et al., 2010 demostraron un efecto citotoxico
moderado de A. fruticosa, ya que su extracto etanolico inhibid la proliferacion de células MDA -
MB-435S (linea celular de melanoma) y Hep3B (carcinoma hepatocelular); ademas de que se

evidencio la proteccion del ADN contra el dafio oxidativo inducido con H20x.

En un estudio previo Rascon et al., 2015 demostraron que el extracto metandlico de A.
californica y sus fracciones de solventes poseian actividad antiproliferativa media en las lineas
celulares murinas M12.AX.C3.F6, RAW 264.7 y 1929, asi como en la linea celular cancerosa
humana HelLa y que dicho efecto era debido a la activacion de la apoptosis; adicionalmente se
realiz6 un perfil quimico de las sustancias contenidas en las fracciones con mayor actividad
encontrando principalmente proantocianidinas y algunos acidos fendlicos. Aungue dicho
estudio fue el primero en brindar informacion sobre las actividades bioldgicas y la composicién
quimica de la planta, con excepcién de la linea HeL a, no fue evaluada la actividad en otras lineas

celulares cancerosas humanas.
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1.6.3 Acalypha californica

Acalypha californica Bentham se clasifica taxonomicamente de la siguiente forma: reino
Plantae, division Tracheotophyta, clase Magnoliopsida, orden Malpighiales, familia
Euphorbiacaee (Bentham, 1844).

En México se distribuye en los estados de Sonora y Baja California y en Estados Unidos
se puede encontrar en el estado de California (Rascon et al., 2015). Es un arbusto perenne de 1
m de altura con tallos jovenes densamente hirsutos y tallos mas viejos glabros y rojizos. Las
hojas son de ovadas a cordadas, hirsutas y glandulares con el margen crenado. Las flores son
estaminadas y pistiladas, con inflorescencias rojizas en las axilas inferiores (Figura 11). Los
frutos son capsulas esféricas o lobuladas, hispidos y glandulares. Habita en laderas rocosas y su
floracién ocurre durante todo el afio, especialmente de marzo-abril y de septiembre-noviembre
(Gomez et al., 2015; Mufioz et al., 2014).

Figura 11. Fotografia de las partes aéreas de A. californica. A) Inflorescencias de A. californica.
y venacion del haz y envés del limbo foliar. B) Rama de A. californica con hojas e
inflorescencias. C) Arbusto de A. californica en suelos rocosos.
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Actualmente esta planta es utilizada por los grupos étnicos de Sonora para tratar el cancer
por lo que es conocida como la “hierba del cancer” (Rascon et al., 2015). De igual forma la
comunidad indigena de Baja California conocida como Santa Catarina consume las hojas de
Acalypha californica en cocimiento para el tratamiento del cancer, la inflamacion y los rifiones
(Cortés, 2013). Sin embargo, la afirmacién de la eficacia de estos extractos contra varios
padecimientos debe estar respaldada por pruebas cientificas con el objetivo de garantizar la
seguridad de su uso (Martinez, 2015). Por otro lado, A. californica no es cultivada, de manera
tal que la especie crece en habitats expuestos a las actividades antropogénicas y la colecta

indiscriminada, resultando en la disminucion significativa de sus poblaciones silvestres.
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Il. HIPOTESIS

El potencial antioxidante de Acalypha californica se conserva en callos. Sin embargo, las
actividades antiproliferativa y antiinflamatoria de la planta variaran, de acuerdo, a los inductores

empleados en el cultivo de tejidos vegetales.

41



I11. OBJETIVOS

I11.1 Objetivo general.

Desarrollar el cultivo de callos de Acalypha californica y determinar la actividad antioxidante
in vitro, antiproliferativa y antiinflamatoria de su extracto etanolico y el de plantas silvestres en

diferentes lineas tumorales; asi como comparar el perfil quimico de ambos extractos.

111.2 Objetivos especificos.

o Definir el protocolo para obtener callos de A. californica

e Evaluar la actividad antiproliferativa de extractos etandlicos de plantas silvestres y de
callos de A. californica, en tres lineas celulares de cancer humano.

e Evaluar la actividad antioxidante de extractos etanolicos de plantas silvestres y de callos
de A. californica mediante los métodos de DPPH y FRAP.

e Evaluar el potencial para disminuir la liberacion de oxido nitrico de los extractos
etanolicos de plantas silvestres y de callos y de A. californica.

e Generar los perfiles de compuestos fenolicos de los extractos etandlicos de plantas

silvestres y de callos y de A. californica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

V.1 Material vegetal.

Las partes aéreas de A. californica fueron recolectadas en septiembre del 2018 en el Cerro del
Bachoco, en la ciudad de Hermosillo, Sonora, México (29°8°51.3°> N, 110°57°0°°O, matorral
semidesértico, temperatura promedio 32°C, humedad relativa media 56%). La planta fue
identificada en el Herbario de la Universidad de Sonora (USON) y se le asigné el numero de
registro 026567.

1V.2 Induccion de callos.

Para la induccion de los callos fueron elegidos tallos juveniles de A. californica obtenidos en la
colecta, los cuales fueron lavados con agua corriente durante veinte minutos, luego con
detergente mediante agitacion manual por tres minutos. Para la asepsia las muestras fueron
colocadas en alcohol al 70% (v/v) durante 60 segundos, seguido de un lavado en solucién de
hipoclorito de sodio al 2% con una gota de Tween 20 durante 15 minutos. Finalmente, los tallos
fueron enjuagados con agua destilada estéril en tres ocasiones. Los explantes seleccionados para
el estudio fueron hojas, peciolos, yemas y segmentos nodales, mismos que fueron cortados en

trozos de 0.5 — 1.0 cm con un bisturi estéril.

Para realizar el cultivo in vitro fue utilizado el medio para plantas lefiosas Woody Plant
Medium (WPM) suplementado con cuatro concentraciones (0.5,1.0,1.5,2.0 mg/L) de &cido
indolbutirico (AIB), 6-bencilaminopurina (BAP) o cinetina (CIN) siguiendo la metodologia
empleada por (Majumder y Rahman, 2016), ademas se realizd la comparacion con el grupo
control, dando un total de 13 tratamientos. EI pH del medio de cultivo se ajustd a 5.7 antes de
adicionar el agar y la sacarosa, despues se vertieron 25 mL de medio en frascos de vidrio, todo

en condiciones de esterilidad.

Posteriormente, el medio que se encontraba en los frascos fue inoculado con los diversos

explantes y se mantuvieron con un fotoperiodo de 16 horas luz a 27+1 °C de temperatura. El
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subcultivo se realizé en un medio de igual composicion al que permitio la callogénesis. EI medio

sin reguladores de crecimiento vegetal fue utilizado como control.

IV.2.1 Porcentaje de induccion de callos y morfologia.

Los datos sobre la induccion de callos (%) se registraron con la ayuda de la siguiente formula:
Porcentaje de induccion de callos = (N° de explantes que produjeron callos/N° de explantes)
x100. En la induccién completa del callo para cada tratamiento se examinaron visualmente la

textura y el color.

IV.3 Preparacion del extracto etandlico de callos y planta silvestre de A. californica

El extracto etandlico fue obtenido mediante maceracion de los callos liofilizados (6 semanas de
crecimiento) con etanol al 70% en proporcion 1:10 durante diez dias con agitacion intermitente
a temperatura ambiente. El solvente fue removido mediante evaporacién bajo presion reducida
a 40 °C en un evaporador rotatorio (IKA, RV 10 digital, Wilmington, NC, USA). El extracto

concentrado fue guardado a 4 °C, protegido de la luz, para su uso en ensayos posteriores.

El extracto etandlico de la planta silvestre se obtuvo por maceracion de las partes aéreas
(tallos, hojas, flores y frutos) de A. californica secadas previamente a temperatura ambiente (50
g) en etanol (500 mL) al 70 % (v/v) durante 10 dias mediante agitacion constante. El disolvente

se elimind por evaporacién durante tres dias en campana de extraccion.

1.4 Cultivo celular.

Para los ensayos de actividad antiproliferativa se utilizaron como modelos las lineas celulares
cancerigenas humanas A549 (carcinoma pulmonar) (ATCC CRM-CCL-185), Hela
(adenocarcinoma cervicouterino) (ATCC: CCL-2), MCF-7 (adenocarcinoma mamario) (ATCC:
HTB-22) y ARPE-19 (no cancerosa, epitelio pigmentado de la retina) (ATCC: CRL2302). En
tanto que para el ensayo de actividad antiinflamatoria mediante la medicion de 6xido nitrico se

utilizé como modelo la linea murina RAW 264.7 (macrofagos transformados por el virus de la
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leucemia de Abelson) (ATCC: TIB-71). Todas las lineas celulares fueron adquiridas de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA). Cada linea se mantuvo en el
medio de cultivo DMEM alto en glucosa suplementado con 1% (v/v) de solucion de penicilina-
estreptomicina (10000 unidades de penicilina 'y 10 mg de estreptomicina/mL), 0.75% (v/v) de
solucién de L-glutamina 200 mM, 1% (v/v) de solucién de piruvato de sodio 100 mM y 5% de
suero fetal bovino. Las células fueron cultivadas en frascos de cultivo celular de 25 cm?® y
mantenidas a 37 °C en una incubadora con atmosfera humidificada y 5% de CO.. Las células se
utilizaron para los ensayos una vez que se obtuvo el 80% de confluencia. Para despegar las

células del fondo del frasco se utiliz6 una solucién de tripsina-EDTA (Rascén et al., 2015).

IV.4.1 Actividad antiproliferativa de callos y planta silvestre (ensayos de viabilidad celular).

La actividad antiproliferativa se evalu6 mediante el ensayo de reduccion de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT; Mossman, 1983), con algunas modificaciones.
Las células (1 x 10* por pozo, 50 uL) fueron colocadas en cada pozo de una placa de 96 pozos
y se incubaron durante 24 h a 37 °C en una atmdsfera del 5% de COz. Despues se afiadieron
alicuotas de 50 pL de medio (DMEM 5% FBS) con un intervalo 6.25 a 200 pg/mL del extracto
disuelto previamente en DMSO (concentracion maxima de DMSO 0.5%) y las células
estimuladas fueron incubadas durante 48 h. En las Gltimas 4 horas del periodo de incubacion, el
medio de cada pozo fue retirado y se realiz6 un enjuague con PBS 1X, posteriormente 100 pL
de medio fresco fueron afiadidos a cada pocillo, asi como 10 pL de solucion de MTT (5 mg/mL).
El farmaco de amplio espectro doxorrubicina fue utilizado como control y con fines de
comparacion. La viabilidad celular se evalud por la capacidad de las células metabdlicamente
activas para reducir la sal de tetrazolio a cristales de formazan, mismos que fueron disueltos con
100 pL de alcohol isopropilico acido. La absorbancia de las muestras se midio con un lector de
microplacas (Thermo Fisher Scientific Inc. Multiskan GO, Waltham, MA, USA), utilizando una
longitud de onda de prueba de 570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm. La
absorbancia de las células tratadas Gnicamente con DMSO fue considerada como el 100% de
proliferacion. La actividad antiproliferativa de los extractos fue reportada como valores de ICso
0 en porcentaje de proliferacion cuando no se pudo inhibir el crecimiento del 50% de las células.
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IV.5 Contenido de fenoles totales (TPC).

El contenido fendlico total de los extractos etandlicos de los callos y planta silvestre de A.
californica se determiné utilizando el método de Folin-Ciocalteu adaptado a microplaca de 96
pozos (Sanchez et al., 2013). Brevemente, se pesaron 10 mg del extracto seco y se disolvieron
en 1 mL de metanol. Posteriormente 30 uL de la solucion de extracto se mezclaron con 30 pulL
del reactivo de Folin-Ciocalteu al 10%. Las mezclas fueron incubadas por dos minutos a 40 °C.
Seguidamente fueron adicionados a cada pozo 240 pulL de Na,CO3 7% (p/v) y las mezclas fueron
incubadas por 20 minutos a 40 °C. La absorbancia de cada pozo fue medida a una longitud de
onda de 760 nm utilizando un espectrofotdmetro de microplacas (Thermo Fisher Scientific Inc.
Multiskan GO, Waltham, MA, USA). El contenido fendlico total de las muestras se calculé a
partir de la curva de calibracion de &cido galico (0-58 mM). Los resultados fueron expresados

como mmol de equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de extracto.

IVV.6 Contenido de flavonoides totales (TFC).

Para determinar el contenido total de flavonoides de los extractos etanolicos de los callos y
planta silvestre de A. californica se evalud la formacion de complejos con aluminio (Shraim et
al., 2021). En una microplaca de 96 pozos se colocaron 100 puL de agua desionizada, 10 puL de
NaNO: 5 % (p/v) y 25 pL de extracto etanodlico de A. californica previamente disuelto en
metanol (10 pg/mL). La microplaca con las soluciones se incub6 a temperatura ambiente, en
oscuridad durante cinco minutos. Posteriormente, fueron afiadidos 15 pl de solucion de AICI3 al
10% (p/v) a cada uno de los pozos y seguidamente se incubaron a temperatura ambiente durante
seis minutos; finalmente fueron adicionados 50 pL de solucién de NaOH 1 M y 50 pL de agua
desionizada. La absorbancia de las muestras fue medida a 510 nm en un espectrofotometro UV-
visible para microplacas (Thermo Fisher Scientific Inc. Multiskan GO, Waltham, MA, USA).
El contenido total de flavonoides de las muestras se calculo a partir de la curva de calibracion
de quercetina (0-3.3 mM). Los resultados se expresan como mmol de equivalentes de quercetina

(QE) por gramo de extracto.
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1.7 Estabilizacion del radical DPPH.

La actividad antioxidante por estabilizacion del radical DPPH (1,1- difenil- 2- picrilhidrazilo,
2,2- difenil- 1- (2,4,6- trinitrofenil) hidrazilo) en los extractos etandélicos de los callos y planta
silvestre de A. californica se determind segun Molyneux 2004 con algunas modificaciones.
Primero fueron disueltos 2.5 mg del radical en 100 mL de metanol, ajustandose la absorbancia
a 0.700 £ 0.01. En una microplaca de 96 pocillos se anadieron 200 uL del radical, y alicuotas
de 20 pL de diferentes concentraciones del extracto (concentracion final de 50-1000 pug/mL).
Finalmente, las mezclas fueron incubadas por 30 minutos protegidas de la luz. La absorbancia
fue medida en un espectrofotdmetro UV-visible para microplacas (Thermo Fisher Scientific Inc.
Multiskan GO, Waltham, MA, USA) empleando una longitud de onda de 515 nm. Se emple6
un blanco reactivo y el flavonol quercetina como control positivo. Los porcentajes de inhibicion

fueron determinados mediante la siguiente ecuacion:

Abs del blanco — Abs de la muestra
> x 100

% de inhibicion = ( Abs del blanco

IVV.8 Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP).

Para evaluar la actividad antioxidante mediante el ensayo FRAP en los extractos etanélicos de
los callos y planta silvestre de A. californica, inicialmente se prepararon varias soluciones:
buffer de acetatos 300 mM (pH 3.6), acido clorhidrico 40 mM, soluciéon TPTZ (2,4,6-Tris (2-
piridil)-S-triazina) 10 mM (en HCI 40 mM) y una solucion de cloruro férrico 20 mM. La
solucion FRAP se obtuvo mediante la adicion de buffer de acetatos, solucion TPTZ y solucion
de cloruro férrico con una relacion 10:1:1, respectivamente. Posteriormente se colocaron 270
pL del reactivo FRAP en una microplaca de 96 pocillos y se le afiadieron alicuotas de 20 uL.
con diferentes concentraciones del extracto (100, 500 y 1000 pg/mL). A continuacion, se incubd
la microplaca protegida de la luz durante 30 minutos. La absorbancia fue medida a una longitud
de onda de 593 nm en un espectrofotometro UV-Vis para microplacas (Thermo Fisher Scientific
Inc. Multiskan GO, Waltham, MA, USA). Los resultados se expresaron como mmol de Fe?*/g
de muestra mismos que fueron obtenidos mediante una curva de calibracion de Fe2SO4 con un

intervalo de concentraciones de 7.82 a 250 pmol de Fe?*.
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1VV.9 Actividad antiinflamatoria.

La medicidn de la actividad antiinflamatoria se llevé a cabo segin (Schmolz et al., 2017). Los
macrofagos RAW 264.7 se cultivaron a una densidad de 500x10° células/mL de medio en una
placa de 24 pozos, en una atmosfera con 5% CO. y 37 °C. Pasadas 24 horas, los cultivos fueron
estimulados con concentraciones de 25-200 ug/mL del extracto por dos horas (valores cercanos
a la ICyo), luego se agregd lug/mL de lipopolisacaridos (LPS) a cada pozo, y las células
estimuladas fueron incubadas por 24 horas. Posteriormente 50 uL. de cada sobrenadante de los
pozos fueron colocados en otra placa de 96 pozos y a cada uno se le adicionaron 50 uL de
reactivo de Griess, la mezcla se dejo reaccionar por 10 minutos y la absorbancia fue medida a
540 nm, utilizando un espectrémetro UV-visible para microplacas (Thermo Fisher Scientific
Inc. Multiskan GO, Waltham, MA, USA). Como control de activacion se tomo la absorbancia
de las células estimuladas con LPS (100% de produccion de oxido nitrico) y como control de
no activaciéon la absorbancia de aquellas que no se estimularon con LPS (linea base de
produccion de 6xido nitrico). El farmaco de amplio espectro dexametasona fue utilizado como
control negativo y con fines de comparacion.

IVV.10 Identificacion de Compuestos Fenolicos por ESI-IT-MS-MS.

La identificacion de compuestos fenolicos presentes en los extractos etandlicos de callos y
planta silvestre de A. californica se realizo introduciendo los extractos (10 pg/mL p/v) mediante
inyeccion directa a un espectrometro de masas Varian 500-MS (Walnut Creek, CA, EE. UU.)
equipado con una fuente de ionizacidn por electrospray y un analizador de masas de trampa de
iones, que fueron controlados por MS WorkStation software v.16 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE. UU.). EIl espectrometro de masas fue operado en modo negativo. Se utilizd
nitrdgeno como gas nebulizador y helio como gas de colision para medicion de masa precisa a
un flujo de 1 mL/min. El equipo se operd a un voltaje —17 KV, y temperatura capilar de 350 °C.
Los espectros de masas se adquirieron en modo de escaneo completo en el rango de 100-2000
m/z. La manipulacion de los extractos se llevé a cabo con proteccion de la luz. La identificacion
de los metabolitos se realiz6 por fragmentacion de segundo orden (MS/MS). La confirmacién

se realiz6 comparando los iones fragmentados con los reportados en la literatura utilizando y
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bases de datos como el Mass Spectrometry Data Center (https://chemdata.nist.gov/) y el
MassBank (https://massbank.eu/MassBank/).

1V.11 Analisis estadistico.

Para el calculo de los valores de concentracién inhibitoria media (ICso) 0 concentracion Eficaz
media (ECso) se analizaron los porcentajes de proliferacion o de inhibicion de al menos tres
experimentos, por triplicado, y fueron sometidos a un analisis de regresion lineal o no lineal
dependiendo del comportamiento de los datos. Para el calculo de la regresion no lineal los datos
fueron log transformados, normalizados y analizados para generar una curva dosis-respuesta y

calcular los valores correspondientes (ICso 0 ECsp).

En todos los ensayos biol6gicos los resultados se presentan como la media de triplicados
de tres experimentos paralelos + desviacion estandar. Las diferencias significativas entre medias
se evaluaron por andlisis de varianza de una via (ANOVA), después de comprobar que los datos

eran normales (prueba de Shapiro-Wilk) y homocedasticos, seguido por una prueba de Tukey.

Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. Los resultados se
analizaron por medio del programa estadistico JMP, en las versiones para Windows 11.0.0 y

Graphad prism versién 8.0.
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V. RESULTADOS

V.1 Induccién de callos.

Para establecer el cultivo in vitro de una planta la induccién de callos es un paso vital, esto se
puede realizar a partir de un explante con un grado de diferenciacion variable de sus tejidos,
debido a un proceso de desdiferenciacion y division celular, modulado por el tipo de explante,
medio de cultivo, tipo y concentracidn de regulador de crecimiento entre otros factores (Avinash
y Umesha, 2018).

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones y el mejor explante para el cultivo
de los callos de A. californica, peciolos, yemas, hojas y segmentos nodales fueron inoculados
en el medio Woody Plant Medium (WPM) especial para plantas lefiosas, asi como diferentes
concentraciones de los reguladores de crecimiento vegetal 6-bencilaminopurina (BAP), cinetina
(CIN) o &cido indol butirico (AIB) (Tabla 2).

Como se muestra en la Tabla 2 los mayores porcentajes de induccion de callos se
obtuvieron empleando 1.0 mg/L de BAP y 1.5 mg/L de AIB. Adicionalmente se puede observar
que el explante méas callogénico fue la yema a la concentracion de 1.5 mg/L de AIB con un
55.60 % de induccidn. Por otro lado, el mayor crecimiento promedio de callos se observo en
hojas con un valor promedio de 3.20 cm en la concentracion de 1.0 mg/L de BAP (Figura 12).

El tratamiento control que consistia solo en medio WPM sin suplementacion de los
reguladores de crecimiento no present6 desarrollo de callo, lo que indica que es necesaria la
aplicacion de fitorreguladores en el cultivo de tejidos de A. californica, resultados similares
reportaron (Sagharyan et al., 2020). Sin embargo, resalta el hecho de que CIN no mostr6 un
buen desempefio en la callogénesis, ya que a la concentracion mas alta (2 mg/L), tan solo se

obtuvo un 14% en la induccion de callos a partir de hojas.
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Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones (mg/L) de AIB, BAP o CIN en el porcentaje de
induccion de callo y el crecimiento promedio (cm) en hojas, peciolos, yemas y segmentos
nodales que produjeron callos, durante seis semanas de incubacion*.

Tratamientos Hojas Peciolos Yemas Segmentos nodales
%1 CP (cm) % 1 CP (cm) %1 CP (cm) %1 CP (cm)
Control 0 0 0 0 0 0 0 0
AIB
0.5 2220bc 055+0.10b 3330 ab 0.56£0.30b  16.30c  0.50£0.01b 15.60c  0.56+0.10b
1.0 9.00c 0.58+0.20b 34.10 ab 0.50£0.30b  29.10bc  0.53%0.10b 1490c 0.55+0.10b
1.5 3330a 190+0.15a 51.90a 296+0.20a  55.60a 0.56+0.10b  39.00a 1.85£0.40a
2.0 1230c  0.58+0.20b 18.50 be 0.60+0.10a  37.00b  0.90£0.45b 1490c 0.58+0.20b
BAP
0.5 1030c  0.50+0.23b 8.30¢c 0.50+0.16b  33.30b 0.51+0.10b  2330b 0.65+0.10b
1.0 29.60a 3.20x041a 44.60 a 0.86+0.20b  4990a 2.00+0.20a  4430a 0.80+0.30b
1.5 1330c 0.60%0.27b 1530bc  0.64£0.10b  20.70c  0.80+0.10 b 1290c  0.57+0.10b
2.0 1490c 056+0.10b 16.90 be 0.59+0.20b  18.50c¢  0.50+£0.01b 10.00c  0.50+0.16 b
CIN
0.5 11.10c  0.55£030b 7.00 ¢ 0.50+0.13 b 5.00c 0.57+£0.10 b 6.00c  0.80+0.13b
1.0 8.60c  0.60+0.13b 9.00 ¢ 0.56+0.20 b 730c  0.50+0.05b 11.30c  0.50+0.12b
1.5 1030c  0.53+£0.20b 5.60c 0.51£0.10b  10.00a  0.56+0.10b 8.00c 0.73x0.20b
2.0 1490c  0.48+0.10b 7.30¢ 0.54+0.30 b 6.00c  0.52+£0.20b 10.30c  0.51+0.04 b

*Los valores corresponden a la media de tres réplicas con tres explantes por réplica.
%I=Porcentaje de induccion, CP=Crecimiento promedio. a-c Medias de grupos con letras
iguales no difieren significativamente entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).
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Figura 12. Desarrollo de callo de A. californica a partir de un explante de hoja después de cuatro
semanas de incubacion en medio WPM+1 mg/L de BAP.

Con la finalidad de evaluar si los callos obtenidos podian generar organogénesis indirecta
una parte de los callos provenientes de los diferentes explantes y suplementados en un inicio
con AIB (1.5 mg/L) o BAP (1 mg/L) fueron subcultivados utilizando WPM+1.5 mg/L de AIB
y su diferenciacion fue monitorizada durante seis semanas. En la Figura 13 se puede observar
que los callos de todos los explantes fueron capaces de generar brotes; sin embargo, aquellos
provenientes del medio inicial suplementado con AIB a 1.5 mg/L tuvieron un mayor
crecimiento, destacando por su tamafio los obtenidos de peciolos; adicionalmente pudo

evidenciarse que Unicamente los callos obtenidos de los peciolos mostraron rizogénesis.
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Figura 13. Organogénesis indirecta tras subcultivo en medio WPM suplementado con 1.5 mg/L
de AIB: P: peciolo, Y: yemas, H: hojas, SN: segmentos nodales. a-c Medias de grupos con letras
iguales no difieren significativamente entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

V.2 Evaluacién de la proliferacion celular.

Una vez que se determind que la mejor condicién de callogénesis era el cultivo de los explantes
en WPM+1.5 mg/L de AIB, los callos con seis semanas de crecimiento fueron liofilizados. Con
la finalidad de caracterizar las actividades bioldgicas relacionadas con el efecto anticancerigeno
que le atribuyen las etnias a A. californica, se generd un extracto hidroalcoholico por medio de
maceracion, tomando en cuenta que en un estudio previo las sustancias polares del extracto
fueron las responsables de sus propiedades bioactivas (Rascon et al., 2015). El extracto fue
generado tanto para los callos liofilizados como para plantas silvestres con fines de

comparacion.

La primera de las actividades bioldgicas evaluadas fue la antiproliferativa, la cual se midid
mediante el ensayo de reduccion del MTT utilizando un intervalo de concentraciones de 6.25 —
200 pg/mL del extracto etandlico de los callos y de las partes aéreas de planta silvestre de A.
californica como tratamiento en las lineas celulares cancerosas humanas A549, HeLay MCF-7
(Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad antiproliferativa del extracto etandlico de los callos y planta silvestre de A.
californica en lineas celulares humanas.

Tratamiento Lineas celulares (ICs0")
A549 HeLa MCF-7
Extracto etanolico de callos ND ND ND
de A4. californica
Extracto etanolico de 4. 75.01£5.82 43.40+£2.46 50.29+£5.36
californica
Doxorrubicina 0.98+0.01? 0.79+0.01° 0.87+0.01?

Valores de 1Csp (ug/mL; media + desviacion estandar, n>3). Los valores en las filas con superindice
distinto (a-c) son significativamente diferentes (p<0.05)* Concentracion inhibitoria del 50%. ND: No
determinado, I1Cso > 200 pg/mL

Como se observa en la Tabla 3 los valores de ICso del extracto etandlico de los callos de
A. californica no pudieron ser determinados para ninguna de las lineas celulares, debido a que
a la concentracion mas alta empleada en el presente estudio el extracto no posee la capacidad
de inhibir el 50% del crecimiento de las células con respecto a aquellas tratadas inicamente con
DMSO (100% de proliferacion).

La linea celular A549 result6 ser la mas susceptible al efecto del extracto etandlico de
callos con una proliferacion del 66.05% a la concentracion de 200 pg/mL, en tanto que la linea
MCF-7 mostrd ser la mas resistente; caso contrario se encontrd en los tratamientos con el
extracto de la planta silvestre ya que los valores de ICso fueron de 75.01, 43.4 y 50.29 ng/mL
para las lineas celulares A549, HeLa y MCF-7, respectivamente; lo cual nos evidencia un efecto
antiproliferativo moderado sobre todas las lineas celulares probadas, ya que de acuerdo al NCI
para que un extracto sea considerado con buena actividad antiproliferativa precisa exhibir

valores de 1Cso menores o iguales a 30 png/mL.

Los efectos del extracto etandlico de los callos de A. californica exhibieron un efecto dosis
dependiente en las concentraciones de 50-200 pg/mL, en tanto que en las concentraciones de
6.25-25 pg/mL el crecimiento de las células tratadas fue similar a la del control por lo que estas

ultimas no se mostraron en la Tabla 4.
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Tabla 4. Porcentaje de proliferacion celular posterior a la aplicacion del extracto etandlico de
los callos A. californica en un rango de concentracion de (25-200) ug/mL.

Concentracion (ug/mL) * AS549 HeLa MCF-7
200 66.05+ 10.34° 89.21 +£5.57¢ 94.26 +2.04°
100 78.42+5.48° 99.46+3.81° 102.2442.75°¢
50 91.10+6.15°¢ 101.65+1.17¢ 99.56+7 .4¢
25 99.45+4.38° 100.49+3.74¢ 101.16+2.39°¢

*Las concentraciones incluidas en los ensayos comprendieron el intervalo de 6.25 a 200 pg/mL;
sin embargo, por debajo de 25 pg/mL no se encontraron diferencias con las células sin
tratamiento. Los valores en las filas con superindice distinto (a-c) son significativamente
diferentes (p<0.05).

V.3 Actividad antioxidante.

Con la finalidad de determinar la actividad antioxidante de los extractos etandlico de callos y
planta silvestre de A. californica se emplearon cuatro metodologias complementarias, la
medicién del contenido de fenoles totales (TPC), la concentracion de flavonoides totales (TFC),
la estabilizacion del radical DPPH (DPPH) y el poder de reduccién del hierro férrico a ferroso
(FRAP).

El contenido total de flavonoides y contenido de fenoles totales se ve relacionado con la
actividad antioxidante de los extractos debido a que los grupos hidroxilos y los anillos
aromaticos que forman parte de la estructura de los mencionados compuestos facilitan la
estabilizacion de los radicales libres y reduccion de especies oxidantes. Los compuestos
fendlicos y flavonoides presentan estructuras complejas y variadas de manera tal que se debe
establecer una metodologia que permita comparar los efectos de los diversos compuestos con
uno de referencia, asi que para el TPC se utilizé el estandar de acido galico y para TFC se empled
el estandar de quercetina. Un valor mas alto obtenido en estos ensayos representa una mayor

abundancia de compuestos con capacidad antioxidante.

En la Tabla 5 se observa como el extracto etandélico de los callos de A. californica posee

un alto contenido de fenoles totales con un valor de 2.60£0.25 mmol de GAE/g de extracto seco,
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esto de acuerdo con la clasificacion propuesta por (Subedi et al., 2014) quienes establecen que
un valor igual o superior a 0.6 mmol GAE/g de extracto representa una alta concentracion de
compuestos fendlicos. Por otra parte, el contenido de flavonoides totales determinado para el
extracto también puede ser considerado muy alto ya que present6 1.56+£0.25 mmol QE/g de
extracto, cuando el valor de corte para extractos con alto contenido se encuentra en 0.33 mmol
QE/g de extracto (Subedi et al., 2014).

El contenido de fenoles totales fue mayor en el extracto etandlico de las partes aéreas de
A. californica respecto al extracto de los callos, ya que el primero mostré un valor de 3.30+£0.36
mmol de GAE/g; en tanto que el contenido de flavonoides totales fue mas de siete veces mayor
que el extracto de callos (11.83£1.21 mmol QE/g). Lo anterior era de esperarse ya que como se
sabe los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que las plantas utilizan para
defenderse de diversos desafios ecoldgicos, mismos a los cuales los callos desarrollados en el

laboratorio no estuvieron expuestos.

Para evaluar el potencial antirradicalario del extracto se emple6 el ensayo de estabilizacion
de radical DPPH. Una mayor cantidad de antioxidantes en un extracto es responsable de la
disminucion de la absorbancia de la solucion de DPPH, para comparar la actividad de
eliminacion de radicales por los extractos etandlicos se utilizaron los valores de ECso, y cuanto
menor sea su valor, mayor es la capacidad de estabilizar los radicales libres. Un estandar del
flavonol, quercetina, se utilizd como control positivo con un valor de ECso de 1.71 +0.40 ug/mL.
Para determinar si los valores de ECso obtenidos son significativos, se tomd como base la
clasificacion propuesta por (Bi et al., 2016), quien propone los siguientes valores de corte:
Actividad antioxidante fuerte con ECso < 100 pg/mL, intermedia ECso 100-500 pg/mL, débil
ECs0> 500 pg/mL. De manera tal que el extracto etandlico de los callos de A. californica exhibid
una actividad antirradicalaria muy fuerte con un valor de ECso de 44.85+1.22 pg/mL (Tabla 5).
En tanto el extracto etandlico de las partes aéreas de A. californica resultd ser 4 veces mas
potente para estabilizar el DPPH ya que mostré un ECso significativamente bajo (10.79+0.39

ug/mL).

Debido a que existen diversos mecanismos oxidativos, el ensayo FRAP fue incluido con
la finalidad de evaluar la capacidad del extracto de callos de A. californica para reducir el ion

férrico a ferroso. Mediante un cribado de mas de 20 extractos de plantas con actividad
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antioxidante Gohari et al. (2011) determinaron que valores de 0.16 mmol de Fe?*/g de extracto
representan una fuerte actividad reductora en el ensayo FRAP por lo que el poder reductor del
hierro férrico para el extracto etandlico de los callos de A. californica puede ser considerado
fuerte ya en los experimentos realizados en el presente estudio se obtuvo un valor de 1.58+0.15
mmol de Fe?*/g de extracto (Tabla 5). En lo referente a la planta silvestre esta mostré un
potencial de reduccién muy fuerte, obteniendo valores de 4.9+0.38 mmol de Fe?*/g los cuales

son 30 veces mayor que el punto de corte establecido en la citada literatura.

En todos los ensayos empleados para evaluar la actividad antioxidante se obtuvo una
mayor actividad en la planta silvestre; sin embargo, en el contenido de flavonoides totales se
aprecia que este valor fue mas de siete veces mayor en la planta silvestre (11.83+1.21), con
respecto al extracto etanolico de los callos (1.56 £ 0.25), lo que presume que en el cultivo de

tejidos vegetales se vio afectada la formacion de estos metabolitos secundarios.

Tabla 5. Contenido de fenoles totales y flavonoides en los extractos etanolicos de callos de A.
californica y partes aéreas de A. californica silvestre.

Muestra TPC? TFCP DPPH™* FRAPY

Extracto etanolico de 2.6 +0.25 1.56 £0.25 4485+1.22 1.58 £0.15
callos de A4. californica
Extracto etanolico de A. 3.3+£0.36 11.83+1.21 10.79+0.39 4.9+0.38

californica silvestre

Quercetina 1.71+0.14 33.27+0.82

smmol de equivalentes de acido galico, representado como la media + EE; mmol de
equivalentes de quercetina, representado como la media + SE; °ECso, representado como la
media + SE en pg/mL, “mmol de Fe?*, representado como la media + SE.
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V.4 Actividad antiinflamatoria

En general, se reconoce que el efecto inhibidor de la produccion de dxido nitrico (NO) es un
indice importante para evaluar la eficacia de los agentes antiinflamatorios. Asi que con la
finalidad de determinar dicha actividad del extracto etanolico de los callos y de las partes areas
de la planta silvestre de A. californica se utilizé un sistema basado en células RAW 264.7
activadas con LPS para la produccion del NO. Los macrofagos activados fueron tratados con un
intervalo de concentraciones del extracto etanolico de los callos de A. californica de 25-200
pug/mL, el cual no disminuye la proliferacion de las células RAW264.7. En la Figura 14 se
muestra como todas las concentraciones probadas causaron disminuciones estadisticamente
significativas en la produccion de NO, siendo la concentracion de 50 pg/mL la que mostré una
mayor efectividad reduciendo aproximadamente un 23% del NO producido con respecto al

control de células sin tratamiento.
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Figura 14. Efecto en la produccion de NO: Efectos del extracto etandlico de callos de A.
californica sobre la produccion de oxido nitrico en células RAW 264.7 estimuladas con LPS 1
pg/ml, en un intervalo de concentraciones de 25 a 200 ug/mL, *Significancia estadistica (Prueba
de Tuke, p<0.05) en comparacion con las células control (DMSO).
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Como se puede apreciar en la Figura 15, la planta silvestre mostr6 un efecto inhibitorio
dependiente de la concentracion; sin embargo, en las concentraciones de 25 y 50 ug/mL el
comportamiento con respecto a la produccion de NO fue similar al apreciado en el extracto

etanodlico de los callos.
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Figura 15. Efecto en la produccion de NO: Efectos del extracto etanolico de A. californica sobre
la produccion de o6xido nitrico en células RAW 264.7 estimuladas con LPS 1 pg/ml, en un

intervalo de concentraciones de 25 a 200 pg/mL, *Significancia estadistica en comparacion con
las células control (DMSO), p<0.05 (Prueba de Tukey).

V.5 Identificacion de Compuestos Fendlicos por ESI-IT-MS-MS

Con la finalidad de elucidar los compuestos presentes en el extracto etandlico de los callos y de
la planta silvestre de A. californica se utilizé espectrometria de masas en modo de ionizacién
negativo, el cual es el método mas pertinente para la identificacion de compuestos fendlicos. De
esta manera el andlisis de los espectros de masas del extracto etandlico de los callos de A.
californica denotd la presencia de 15 compuestos fendlicos, de los cuales 10 son pertenecientes
a los acidos fenolicos y cinco son flavonoides (Tabla 6). Dentro del grupo de los flavonoides se
identific6 una isoflavona, la genisteina; un flavonol, el kaempferol; un flavano, la

[epi]catequina; un flavanonol, la taxifolina; y una flavona, la miricetina-3-O-pentosido.
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Tabla 6. Identificacién de compuestos presentes en el extracto etandlico de callos de A.
californica mediante FIA-ESI-IT-MS.

Sustancia Ion precursor [M-H] Iones productos ESI-MS" (m/7)
(m/7)

Aldehido protocatéquico 137 109 (100)

Acido protocatéquico 153 109 (100), 137 (29)

Acido cumarico 163 109 (24), 135 (100)

Acido gélico 169 125 (100)

Acido cafeico 179 135 (73), 161 (62)

Acido quinico 191 83 (18), 93 (63), 109 (33), 111
(26), 127 (100), 137 (14), 171
(67)

Genisteina 269 183 (72), 243 (32)

Kaempferol 285 113 (36), 159 (39), 227 (41), 266
(100)

[Epi]catequina 289 205 (13), 227 (91), 245 (81), 271
(100)

Acido carboxilico de la 291 203 (34), 247 (69)

brevifolina

Acido elagico 301 185 (22), 229 (35), 257 (41)

Taxifolina 303 153 (12), 234 (92), 275 (58)

Acido metil-elagico 315 185 (30), 273 (15), 300 (90)

Acido elagico-pentosa 433 300 (100), 301 (86)

Miricetina 3-O-pentosa 449 279 (100), 317 (72)

Por otro lado, en el extracto etanélico de A. californica silvestre fue posible identificar 29
compuestos fenolicos, entre los cuales se encontraron acidos fendlicos, como lo son los acidos
protocatéquico, cindmico, cumarico, galico, cafeico, quinico, ferdlico, siringico, cafeico-hexosa
y HHDP-hexosa; flavonoides de diferentes tipos como las isoflavonas genisteina y daidzeina,
los flavonoles kaempferol, quercetina y quercetina 3-O-hexosa, el flavano [epi]catequina; el

flavanol taxifolina, la flavonas miricetina 3-O-pentosa y diosmetina, taninos hidrolizables como
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el &cido elagico, el acido metil-elagico, el &cido elagico-pentosa y el &cido metil-galoil-elégico,
ademas de taninos condensados los cuales incluyen dimeros de [epi]catequina,
[epi]galocatequina, y su combinacion, asi como trimeros de los mismos. El estilbeno resveratrol
también fue identificado (Tabla 7).

Tabla 7. Identificacion de compuestos presentes en el extracto etanolico de las partes areas de
A. californica silvestre mediante FIA-ESI-IT-MS.

Sustancia Ion precursor Iones productos ESI-MS" (m/7)
[M-H] (m/7)

Acido protocatéquico 153 109 (100), 137 (29)

Acido cinamico 147 119 (60)

Acido cumarico 163 119 (30), 135 (100)

Acido galico 169 125 (100)

Acido cafeico 179 135 (100), 161 (71)

Acido quinico 191 93 (71), 109 (33), 127 (100)

Acido feralico 193 137 (100)

Acido siringico 197 153 (25), 163 (100), 181 (12)

Resveratrol 227 121 (21), 143 (21), 185 (20)

Daidzeina 253 135 (46), 183 (65), 198 (42),
211(33), 225 (100)

Genisteina 269 157 (13), 183 (100)

Kaempferol 285 65 (23), 119 (72), 159 (41)

[Epi]catequina 289 137 (11), 161 (34), 179 (20), 203
(40), 205 (61), 227 (22), 245
(100)

Quercetina 301 117 (86), 240 (100), 285 (50)

Acido elagico 301 185 (28), 229 (100), 257 (90)

Acido metil-elagico 315 185 (100), 301 (36)

Taxifolina 303 285 (100)

Acido cafeico-hexosa 341 179 (54)
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Acido elagico-pentosa 433 259 (23), 301 (28)

Acido metil-galoil-elagico 447 300 (13), 301 (3), 315 (100)

Miricetina 3-O-pentosa 449 279 (100)

Diosmetina 8-C-hexdsido 461 281 (64),341(100),371 (23), 446
(40)

Quercetina 3-0O-hexosa 463 300 (42), 301 (100)

HHDP-hexosa 481 275 (15), 301 (100)

Dimero de [epi]catequina 577 245 (42), 289 (86),407 (100), 425
(58)

[Epi]galocatequina- 593 289 (64), 305 (75), 407 (64), 425

[epi]catequina (31)

Dimero de [epi]galocatequina 609 305 (100), 423 (53), 441 (67)

Trimero de [epi]catequina 865 543 (100), 575 (59), 713 (81), 739
(53)

[Epi]catequina- 897 303 (24), 465 (26), 593 (38), 711

[epi]galocatequina- (100)

[Epi]galocatequina

La abundancia relativa de los iones producto es presentada en paréntesis. HHDP: Acido
hexahidroxidifénico.

Existe una marcada diferencia entre los compuestos fendlicos encontrados en el extracto
etanolico de los callos de A. californica y el extracto etandlico de las partes aéreas de la planta
silvestre. Basicamente los callos contienen acidos fendlicos y flavonoides no complejos, en
tanto que la planta silvestre, la cual ha crecido en un entorno con desafios ambientales y de
estrés bidtico, produce ademas de los &cidos fendlicos, flavonoides complejos y glucosilados;
asi como grandes y complejas estructuras como los taninos hidrolizables y condensados e

inclusive se logré identificar un compuesto perteneciente a los estilbenos.
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VI. DISCUSION

Las plantas han sido por miles de afios una fuente valiosa de compuestos bioactivos, tanto es asi
que el 80% de la poblacién utiliza algln tipo de planta medicinal para el cuidado de su salud
(Avila, 2017). Al respecto A. californica es una de las hierbas mas utilizadas empiricamente
para el tratamiento del cancer en el Noroeste de México; sin embargo, es una planta que no es
cultivada, de manera tal que la especie crece en habitats expuestos a las actividades
antropogeénicas y la colecta indiscriminada, resultando en la disminucion significativa de las
poblaciones silvestres. Bajo esta premisa el presente estudio tuvo como primer objetivo
encontrar las mejores condiciones de cultivo in vitro para generar callos de A. californica con
la finalidad de disminuir la presién de las poblaciones silvestres y dar un primer paso en el
desarrollo de fuentes de compuestos bioactivos para la obtencion de materias primas utilizadas
en la elaboracion de fitofarmacos.

Las principales variables estudiadas en la generacién de los callos fueron los diferentes
explantes, los cuales podian provenir de hojas, peciolos, yemas y segmentos nodales; asi como
la concentracion (0.5-2 mg/L) y tipos de reguladores de crecimiento (AIB, BAP y CIN).
Resultando que el explante méas callogénico fueron las yemas y las concentraciones mas
efectivas fueron 1.0 mg/L (49.9% de induccién) de BAP y 1.5 mg/L de AIB (55% de induccion);

en cambio la suplementacion con CIN produjo una callogénesis pobre (14% el valor mas alto).

El hecho de gque las yemas en combinacion con los reguladores utilizados hayan sido el
explante mas calldgenico se debe a las caracteristicas genéticas propias de A. californica y el
mecanismo de accién de los fitorreguladores. Algunos autores atribuyen las diferencias en la
respuesta de distintos explantes a las caracteristicas anatomicas y las variaciones en el contenido
hormonal enddgeno de los mismos pues es justo a nivel de factores de transcripcién que actian
las auxinas y citocininas, de manera que en algunas plantas las hojas y los segmentos nodales

pueden resultar mas callogénicos (Espinosa et al., 2012).

Como se muestra en la Tabla 1 la concentracion de auxinas y citocininas no siempre tienen
un efecto dosis dependiente, ya que podemos observar que los mejores porcentajes de induccién

de callos de A. californica son obtenidos por concentraciones intermedias de AIB o BAP. Al
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respecto, ha sido evidenciado que una concentracion intermedia de auxina y citocininas
promueven la induccion de callos, en tanto que una alta concentracion de estos es propicia para
el desarrollo de raices; sin embargo, el mecanismo molecular del proceso ain no se encuentra
claro. Algunos autores plantean que, dependiendo de la planta y sus caracteristicas genéticas,
las auxinas y citocininas pueden causar cambios a nivel de factores de transcripcion (via ARF
para las auxinas y via ARR para las citocininas) que juegan un papel central en la reentrada de

las células al ciclo celular (Ikeuchi et al., 2013; Patel et al., 2022).

Contrario a lo presentado en esta investigacion CIN sirve para propiciar la callogénesis en
especies tales como Medicago sativa (alfalfa) y Azadirachta indica (Neem) (Farjaminezhad y
Garoosi, 2019; Wan et al., 1988). Aunque, a diferencia del presente estudio, en dichas
investigaciones CIN siempre fue combinada con una auxina, lo que puede explicar el hecho de
que por si sola no logré una induccion y crecimiento de los callos de A. californica. Lo anterior
puede deberse a que la auxina AIB regula el crecimiento y la desdiferenciacion en la planta, la
citocinina BAP promueve tanto la division, como diferenciacion de las células; en tanto la
cinetina CIN solo promueve la division celular. Estos resultados concuerdan con los de
Majumder y Rahman (2016), quienes encontraron que el mayor porcentaje de induccion de callo
en A. indica se obtenia en presencia de una combinacion de auxinas y citocininas, siendo AIB

el més efectivo.

Una vez obtenidos los callos y con la finalidad de continuar con la busqueda de las mejores
condiciones para una produccion eficiente de callos de A. californica, una parte de los callos
previamente cultivados en medio suplementado con 1.5 mg/L de AIB 0 1.0 mg/L de BAP (los
mas callogénicos) fueron subcultivados en WPM +1.5 mg/L de AIB y su crecimiento y
diferenciacion se registré durante seis semanas de incubacién. Como se puede apreciar en la
Figura 2 los callos obtenidos previamente en la concentracion de 1.0 mg/L de BAP no
desarrollaron raices y sus brotes fueron de menor tamafio. Numerosas investigaciones en las
cuales se estudid la diferenciacion de plantas medicinales, como Ugni molinae, Salvia
officinalis, Mentha piperita han comprobado que AIB es un regulador de crecimiento que
estimula la formacién de raices en plantas lefiosas, por lo que el hecho de que no hayan sido
generadas raices y que se obtuvieron brotes mas pequefios a partir de los callos inicialmente

obtenidos por la suplementacién con BAP nos permitio concluir que las mejores condiciones
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para el crecimiento de callos de A. californica es a partir de un explante de yemas inoculado en
medio WPM suplementado con 1.5 mg/L de AIB (Islam y Alam, 2018; Jafari et al., 2017;
Rodriguez et al., 2014).

A. californica es una planta a la cual los grupos étnicos de Sonora y Baja California le
atribuyen actividad anticancerigena, dicha propiedad fue evidenciada en un estudio realizado
por (Rascon et al., 2015) en donde la fraccion polar del extracto metanolico de A. californica
mostré actividad antiproliferativa moderada en las lineas celulares cancerosas murinas
M12.AK.C3.F6 (IC50=59.90+1.05 pug/mL) y RAW 264.7 (IC50=58.93+1.26 pug/mL), asi como en
la linea celular cancerosa humana HelLa (IC50=50.11+1.13 pg/mL); adicionalmente el extracto
exhibio actividad diferencial al afectar en menor medida a las células no cancerosas murinas
L929 (ICs50=100.00+1.09 pug/mL), dicho efecto fue atribuido al contenido de proantocianidinas;
sin embargo el estudio mostro ciertas limitaciones ya que solo se evalud una linea celular
humana y actividades relacionadas con el proceso de carcinogénesis no fueron evaluadas. Asi
que como un primer esfuerzo para caracterizar tanto quimica como bioldgicamente las etapas
de desarrollo de A. californica en cultivo in vitro, se evaluaron las actividades antiproliferativas
en lineas cancerosas humanas, la actividad antioxidante in vitro asi como la actividad
antiinflamatoria en células del extracto etanolico de los callos de A. californica; también se
realiz6 un perfil quimico del mencionado extracto utilizando espectrometria de masas. Con la
finalidad de comparar los compuestos presentes y las actividades biolégicas de las etapas
tempranas del desarrollo de la plantay la planta ya desarrollada y expuesta a los desafios bidticos
y abidticos, el extracto etandlico de las partes aéreas de A. californica silvestre fue sometido a

las determinaciones anteriormente expuestas.

Para evaluar la actividad antiproliferativa del extracto etanolico de los callos de A.
californica fueron utilizadas las lineas celulares cancerosas humanas A549, HeLa y MCF-7
utilizando un intervalo de concentraciones de 6.25 a 200 pg/mL. Como se puede apreciar la
mayor disminucion para la proliferacion celular (34%) fue obtenida para la linea A549 a una
dosis de 200 pg/mL; sin embargo, dicho efecto no se considera activo ya que de acuerdo con el
NCI para que un extracto sea considerado con propiedad antiproliferativa debe de tener un valor
de I1Cso menor que 30pg/mL. Que el extracto etanodlico de los callos no haya tenido un efecto

significativo puede deberse a que los compuestos responsables de la actividad antiproliferativa
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son metabolitos secundarios especificamente proantocianidinas, los cuales poseen una funcion
ecoldgica en el organismo, en cambio los callos son una masa de células no diferenciadas las
cuales aun no producen este tipo de compuestos. La biosintesis de metabolitos secundarios en
el cultivo de tejidos vegetales suele ser baja en los estadios tempranos de desarrollo de la planta,
por lo que generalmente la adicion de moléculas precursoras al medio de cultivo aumenta la
formacion del compuesto de interés. Por este motivo, se recomienda realizar dos medios de
cultivo, uno que permita un buen crecimiento celular para permitir el desarrollo de la planta y

otro que optimice la produccion de metabolitos secundarios una vez formada (Efferth, 2019).

Por otro lado, el tratamiento con el extracto etandlico de A. californica silvestre logro
inhibir la proliferacion celular con valores de ICso entre 50 y 75 ug/mL siendo asi que, la mayor
inhibicion de la proliferacion celular se observé en la linea HelLa, con una reduccion de
aproximadamente el 56.6% de la viabilidad celular; por lo que se puede corroborar que el
extracto etandlico de A. californica presenta notables efectos antiproliferativos. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por (Rascon et al., 2015), sin embargo, en nuestro estudio el
extracto etanodlico no se fraccion6 previamente por lo que pudimos obtener valores altos de
inhibicion de la proliferacion celular; demostrando que los compuestos responsables de la
actividad antiproliferativa son afines a la fraccion etandlica, y que se encontraban

probablemente en mayor concentracion.

Se ha informado recientemente que algunas especies del género Acalypha han mostrado
actividad antiproliferativa y citotoxica; los extractos hexanicos y metandlicos de A.
monostachya presentaron notables efectos citotdxicos, principalmente en células Hela; asi
como el extracto hexanico de hojas de Acalypha indica Linn. en la linea celular MCF-7 mediante
el método de ensayo MTT (Chekuri etal., 2017; Guillén et al., 2021). De igual forma (Massarani
et al., 2019a) obtuvieron excelentes resultados con la fraccion de acetato de etilo de A. fruticosa,
la que exhibid una actividad citotoxica notable contra todas las lineas celulares cancerosas
probadas (MCF-7, HCT-116 y HepG-2). (Halimah et al., 2022) investigaron la actividad
antiproliferativa de diversas fracciones obtenidas a partir de hojas de A. wilkesiana resultando
que la fraccion de acetato de etilo fue la que mas inhibio la proliferacion de celulas MCF-7.
Recientemente (Halimah et al., 2023) investigaron la actividad antiproliferativa y apoptética del

beta-sitosterol extraido de A. wilkesiana en la linea celular MCF-7, y encontraron que el beta-
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sitosterol inhibia la proliferacion celular y que su actividad apoptdtica era proporcional a la
dosis.

El cancer es un proceso multifactorial el cual posee una asociacion significativa con los
procesos oxidantes e inflamatorios. Lo anterior debido a que las especies oxidantes generan
mutaciones y dafios a las células y tejidos, mismos que disparan un proceso de inflamacion
cronico que a su vez promueve la diferenciacion de células iniciadas a células cancerosas
(Moloney y Cotter, 2018). Por esta razon las terapias contra el cancer deben de considerar

maultiples aristas entre ellas la actividad antioxidante y antiinflamatoria de las mismas.

La actividad antioxidante del extracto etanolico de los callos de A. californica fue
evaluada utilizando cuatro metodologias complementarias. Primeramente, el contenido de
compuestos fenolicos totales y de flavonoides fue evaluado utilizando como sustancias de
referencia el cido gélico y el flavanol quercetina, respectivamente. El extracto etanolico de los
callos de A. californica mostré un alto contenido de fenoles totales (2.6 £+ 0.25 GAE/g de
extracto) y también de flavonoides totales (1.56 + 0.25 QE/g de extracto), de acuerdo con las
escalas establecidas por (Subedi et al., 2014) y (Bi et al., 2016). Tomando en cuenta que los
compuestos fendlicos y uno de sus grupos, los flavonoides, son considerados metabolitos
secundarios, sorprenden los altos niveles obtenidos en los extractos de callos, incluso algunos
autores sugieren que la formacion de tejidos especializados es un requisito previo para la
produccidn de metabolitos secundarios, especialmente compuestos fenolicos (De Queiroz et al.,
2015). Sin embargo, la produccion de compuestos fendlicos y flavonoides ya ha sido reportado.
En un estudio donde se generaron callos de Ageratina pichichensis se demostré que estos
poseian TCP y TFC muy parecidos a los de las plantas silvestres, esto debido a que a partir de
los 20 dias los callos empiezan a experimentar estrés en el cultivo a causa del consumo de
compuestos del sustrato, provocando la sintesis de metabolitos secundarios (Motolinia et al.,
2023).

El extracto de callos de A. californica presentd una actividad antioxidante especialmente
fuerte mediante el ensayo DPPH", segun (Yuniarti et al., 2020), logrando estabilizar la mitad de
la concentracion del radical DPPH" con una concentracion de 44.85 pg/mL. Dicha actividad
antirradicalaria puede ser explicada debido al alto contenido de compuestos fendlicos y

flavonoides del extracto de los callos, ya que la estructura quimica de estos compuestos los
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capacita para estabilizar y desactivar radicales libres antes de que ataquen a las biomoléculas de
la célula. En sistemas vivos la actividad antirradicalaria se encuentra asociada a la prevencion
de multiples desordenes cronicos tales como la diabetes, arteroesclerosis, envejecimiento y
cancer (Santamaria et al., 2018; Zhang et al., 2022). De igual forma el extracto etandlico de A.
californica silvestre presentd una actividad antioxidante especialmente fuerte mediante el
ensayo DPPH*, logrando estabilizar aproximadamente el 90% de la concentracion del radical
DPPH’ con una concentraciéon de 10.79 pg/mL (Yuniarti et al., 2020). Se puede apreciar el
potencial como agente antioxidante del extracto etandlico de A. californica silvestre para
producir compuestos fendlicos in vitro, ya que el contenido fenolico y de flavonoides totales se
relaciona directamente con el potencial antioxidante detectado por DPPH". Resultados similares
describieron (Olubodun et al., 2021) al analizar los extractos de hojas de A. godseffiana, ya que
contenian metabolitos secundarios vinculados con propiedades antioxidantes. Ravi et al. (2017)
evaluaron in vitro el extracto metandlico de hojas de A. indica, y de una fraccion polifendlica in
vivo, los resultados mostraron que el extracto metandlico contenia una gran cantidad de fenoles,
flavonoides y saponinas los cuales mostraron una buena actividad antioxidante y que fue
evidenciado en la fraccidn polifendlica, ya que indujo la expresion de enzimas antioxidantes en
ratas diabéticas. Otros estudios realizados en especies del género que también han mostrado un
potente efecto eliminador de radicales libres en el ensayo DPPH" son A. fruticose (Massarani et
al., 2019), A. hispida (Siraj et al., 2016), A. indica (Refilda et al., 2021) y A. ciliata (Odeja et
al., 2016),

Los procesos oxidativos no se encuentran asociados Unicamente con la actividad de los
radicales libres, sino que también se pueden ejercer efectos oxidantes por medio de la oxidacién
de moléculas por los metales de transicion presentes en el cuerpo. Razén por la cual al evaluar
la actividad antioxidante de los callos de A. californica resulté importante medirla por medio
del método FRAP, el cual se fundamenta en la capacidad que tienen los extractos para reducir
el hierro en estado férrico (Fe3*) a su estado ferroso (Fe?*); al respecto, de acuerdo con los
valores establecidos en la literatura, el extracto de los callos mostré un fuerte poder reductor del
hierro con 1.58 + 0.15 mmol de Fe?*/g de extracto; en tanto que el extracto etanélico de la planta
silvestre mostré un efecto tres veces mayor. Dicha actividad se ve relacionada estrechamente

con el contenido de compuestos fenolicos del extracto (Vega et al., 2021).
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En este contexto, vale la pena reconocer que las enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo se tratan tradicionalmente con miembros del género Acalypha tales como A.
wilkesiana var. Macafeana, A. indica Linn. y A. fruticosa (Din et al., 2013; Mullick et al., 2013;
Rajkumar et al., 2010).

Como se muestra en la Figura 15, la produccién de NO disminuyd ligeramente en los
macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS tratados con la concentracion de 50 pug/mL de
extracto etanodlico de los callos (24%), en tanto que a concentraciones mayores el efecto
inhibitorio fue menor. Este comportamiento puede deberse a la clase de compuestos fendlicos
contenidos en los callos, ya que solo ciertos tipos de compuestos fenolicos tales como los
flavonoides se ven asociados a la actividad antiinflamatoria; ademas ha sido documentado que,
si bien los compuestos fenolicos pueden tener efectos antiinflamatorios en ciertas
concentraciones, a concentraciones mayores pueden presentar un efecto pro-oxidante y pro-

inflamatorio (Rahman et al., 2022).

En la Figura 16 se puede apreciar la produccion de NO en los tratamientos con el extracto
etanolico de la planta silvestre apreciando asi que esta fue fue inversamente proporcional a la
concentracion de extracto aplicado, disminuyendo ligeramente a 25 y 50 pg/mL, seguido de una
disminucion abrupta a 100 y 200 pg/mL. Esta fuerte inhibicion en la produccién de 6xido nitrico
posiblemente esta asociada a la presencia de una mayor variedad y complejidad encontrada en
el grupo de los flavonoides perteneciente al extracto etandlico de la planta silvestre. En este
extracto destaco la presencia de flavonoides glucosilados, proantocianidinas tales como taninos
hidrolizables y condensados, el estilbeno resveratrol y el flavonoide quercetina; este Gltimo
compuesto ha sido muy referenciado con respecto a su prometedora capacidad para la
modulacion del proceso inflamatorio, ya que presenta un grupo catecol en el anillo B de su
estructura, lo que le permite inhibir simultaneamente la produccion de prostaglandina E2
inflamatoria y citocinas proinflamatorias, a diferencia de otros flavonoides que carecen del
grupo catecol en su estructura, como la genisteina encontrada en el extracto etandlico de callos;
ya que segun (Leyva et al., 2016) la falta de grupos hidroxilo en el anillo B aparentemente

elimina la actividad antiinflamatoria.

Numerosos estudios avalan el rol de la quercetina en la regulacion de la expresiéon de

intermediarios inflamatorios en células murinas de macréfagos RAW 264.7 estimuladas con
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LPS; Mueller et al. (2010) encontraron que el kaempferol y la quercetina a las concentraciones
de 50 y 100 nM, reducen niveles de secrecion de las citocinas IL-6 y TNF-a. De igual manera
Héamalainen et al. (2007) reportaron que la quercetina y la genisteina inhiben la secrecién de
TNF-a a las concentraciones de 25 y 50 uM, ademas la quercetina estimuld la expresion de la
citoguina antiinflamatoria IL-10 a concentraciones inferiores a 50 uM. Por otro lado, (Ribeiro
et al., 2015) obtuvieron que la quercetina a la concentracion de 25 uM inhibe la produccion de

IL-1, IL-6, IFN-Y y TNF-a en sangre entera humana incubada con LPS.

Se han documentado efectos antiinflamatorios en otras especies del género Acalypha, tales
como A. hispida, la que present6 actividad depuradora de NO significativa a una concentracion
de 100 pg/mL (Siraj et al., 2016). El extracto metandlico de A. indica presentd actividad
antiinflamatoria mediante la capacidad del extracto para inhibir la desnaturalizacion de proteinas
(Soruba et al., 2015), esta capacidad también fue evaluada por Olubodun et al. (2020) en A.
godseffiana y se observd un porcentaje significativo de inhibicion de la desnaturalizacion de

proteica.

Los compuestos polifendlicos han Ilamado mucho la atencion debido a sus efectos de
modulacion sobre los inflamasomas, complejos multiproteicos asociados al inicio y la
progresion de enfermedades crénicas como el cancer (Nunes et al., 2020). Las plantas
medicinales asociadas con el conocimiento de las etnias podrian ser una fuente alternativa
potencial de nuevas terapias antiinflamatorias (Yeshi et al., 2022). Las plantas del género
Acalypha se caracterizan por ser ricas principalmente en compuestos fenolicos, saponinas,
taninos y triterpenos, que son los responsables de su accion antiinflamatoria (Nunes et al., 2020).
A. wilkesiana y A. indica son las plantas mas estudiadas del género, sus extractos metandlicos
tienen potentes acciones analgésicas y antiinflamatorias en ratas (Aniyeloye et al., 2019;
Chekuri et al., 2016).

En el estudio biodirigido realizado por (Rascon et al., 2015) sobre la actividad
antiproliferativa del extracto metandlico de A. californica se estudié la composicion de la
fraccion residual de dicho extracto por espectrometria de masas, encontrando que la mayoria de
los compuestos eran pertenecientes a la familia de las proantocianidinas. Contrariamente al

generar el perfil quimico del extracto etandlico de los callos de A. californica mediante
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espectrometria de masas fueron encontradas estructuras de &cidos fenolicos y flavonoides

principalmente.

Lo anterior puede deberse a que si bien en los callos se genera estres por los nutrientes y
reguladores de crecimiento, propiciando las condiciones para la sintesis de compuestos
fendlicos tales como los &cidos fendlicos y flavonoides, dicho estrés no provoca la sintesis de
las proantocianidinas encontradas en los extractos de las plantas silvestres ya que estas se ven
mayormente favorecidas por el enfrentamiento contra patogenos, la presencia de metales
pesados y altas radiaciones UV, es decir, condiciones propias de un organismo en un ecosistema
(Yuetal., 2022).

Por este motivo los acidos fenolicos y flavonoides encontrados en callos pueden obedecer
mayormente a procesos de oxidacion metabdlica dentro de las células en crecimiento (Liu et al.,
2015). A su vez, la presencia de los acidos fendlicos y los flavonoides en el extracto etanoélico
de los callos fundamenta la actividad antioxidante y antiinflamatoria encontrada en el presente
estudio.

Las plantas desarrollan naturalmente callos u otros tumores después de la exposicién a
diversas condiciones de crecimiento adversas, tales como heridas o infecciones por patdégenos
y actualmente se conoce que todos estos tipos de callos difieren en sus propiedades moleculares
y fisioldgicas (Ikeuchi et al., 2013). Los reguladores de crecimiento de las plantas no pueden
regular la sintesis de acidos nucleicos, proteinas y enzimas; sin embargo, algunos de ellos
pueden mejorar el contenido de proteinas y azlcares y mejorar su resistencia al estrés biotico y
abidtico, mediante la modulacién de la sefializacion de hormonas vegetales, en particular, de
auxinas y citoquininas (Farjaminezhad y Garoosi, 2019). Estos reguladores son factores
importantes que ademas afectan el crecimiento celular, la diferenciacion y la formacion de

metabolitos en células y tejidos vegetales (De Queiroz et al., 2015).

Los metabolitos secundarios, como los compuestos fendlicos, se producen en bajas
cantidades en cultivos de tejidos y organos; sin embargo, el uso de inductores quimicos y
moléculas de sefializacion tales como el jasmonato de metilo, el acido salicilico, el quitosano y
los metales pesados pueden mejorar la produccion de estos metabolitos secundarios (Sagharyan

et al., 2020). Las condiciones fisiol6gicas juegan un papel importante en las técnicas de
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provocacion, aunado a la presencia de reguladores del crecimiento, ya que propician mejores
resultados durante la fase exponencial de crecimiento de la planta, cuando la concentracién de
compuestos bioactivos es mayor (Baenas et al., 2014; Cevallos y Cisneros, 2010). Lee et al.
(2013) realizaron cultivos en suspension de raices adventicias de Aloe vera y obtuvieron que el
acido salicilico mejoraba la actividad antiinflamatoria aumentando la concentracién de
antraquinonas, al igual que Attaran et al., (2017) encontraron que los iones jasmonato de metilo
(MeJA) y plata (Ag™) tenian una capacidad considerable para estimular la produccion de acidos
fenolicos valiosos como el acido rosmarinico en los cultivos de brotes regenerados de Savia
virgata. No obstante, diversos estudios de la naturaleza de esta investigacion han sido
desarrollados y se han obtenido resultados satisfactorios, tal es el caso de la investigacion
realizada por Motolinia et al. (2023) quienes encontraron que cultivos in vitro de A. pichichensis
en ausencia de elicitores produces una menor concentracién de compuestos fendlicos en

comparacion con la planta silvestre.

Asi con los resultados obtenidos mediante esta investigacion podemos denotar que A.
californica es una planta que posee fuertes actividades bioldgicas, las cuales son en gran medida
debida a los compuestos fendlicos que poseen. De manera tal que las plantas que se han
enfrentado a un desafio ecoldégico muestran un mayor efecto. La produccion de los callos de A.
californica como fuente alternativa de compuestos fendlicos bioactivos in vitro es una buena
estrategia para obtener material vegetal; sin embargo diversos elicitores deberdn de ser
adicionados para que se potencie la produccion de compuestos fenolicos, lo cual alienta estudios
agronémicos y bioquimicos adicionales para el futuro desarrollo de nuevos protocolos para la
obtencion de cultivos celulares in vitro, con altas concentraciones de compuestos fenélicos

desde un enfoque biotecnolégico.
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VII. CONCLUSIONES

e Se obtuvieron callos a partir de hojas, peciolos, yemas y segmentos nodales de A.

californica en medio WPM suplementado con 1.5 mg/L de AIB y 1.0 mg/L de BAP.

e Los extractos etanolicos de callos y planta silvestre de A. californica mostraron una
fuerte actividad antioxidante mediante las metodologias del DPPH’, FRAP, TPCy TFC.

e El extracto etandlico de A. californica silvestre mostr6 una actividad antiproliferativa
moderada segun el NCI, con mayor actividad en las lineas celulares cancerosas de tipo
ginecoldgicas HeLa y MCF-7; sin embargo, el extracto etandlico de callos no mostro

ICso en ninguna de las lineas celulares evaluadas.

e El extracto etandlico de A. californica silvestre mostré una alta capacidad de inhibicion
del éxido nitrico; con respecto al extracto etandlico de callos con una actividad

antiinflamatoria no significativa.

e El perfil quimico del extracto etandlico de A. californica silvestre mostrd la presencia
de proantocianidinas, flavonoides y estilbenos; con respecto al perfil quimico del
extracto etandlico de callos de A. californica en el que se encontraron principalmente

acidos fendlicos y flavonoides sencillos.
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VIill. RECOMENDACIONES

Este estudio constituye la base para la produccion de plantas de A. californica utilizando
herramientas biotecnoldgicas, por lo cual se considera realizar las siguientes recomendaciones

para estudios futuros.

e Utilizar como base para la generacion de callos de la planta las condiciones y medios
aqui descritos, una vez que estos callos sean generados utilizar elicitores para potenciar
la produccion de compuestos fenolicos.

e Desarrollar un método mediante HPLC para monitorizar la concentracion de compuestos
fendlicos en los diferentes estadios de desarrollo de las plantas

e Evaluar la actividad antioxidante en un sistema celular, por ejemplo, utilizando DCFH
y midiendo la generacion de hidroxilos mediante citometria de flujo.

e Evaluar otras moléculas relacionadas a procesos inflamatorios tales como el TNF-a. y

las interleucinas anti y proinflamatorias.
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