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RESUMEN

Uno de los enfoques més estudiados es la investigacion de farmacos que sirven para el
tratamiento de los sintomas, de la Enfermedad de Alzheimer (EA) se centra en utilizar
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa. Huperzina A (HupA) es un alcaloide aislado
principalmente del helecho Huperzia serrata que ha atraido gran atencion por su eficacia y
seguridad en el tratamiento de la EA, razon por la que se ha perturbado el nicho ecolégico de
la planta. En este sentido, se hace imperativo la busqueda de otras especies de Huperzias que
produzcan HupA, tal es el caso de Huperzia orizabae, un helecho endémico de México. Una
alternativa para la produccion de HupA es el uso de estrategias biotecnoldgicas, como el
cultivo in vitro vegetal, para la produccion de metabolitos de interés de manera estable y
controlada. En el presente trabajo se busco el crecimiento estable de un cultivo de callos que
fueron obtenidos de frondes del helecho H. orizabae y generados previamente en el grupo de
trabajo para la produccion de HupA. Se optimizo el cultivo de células en suspension de la
linea celular Hup2l, la cual se creci6 en medio B5 completo, adicionado con los
fitorreguladores Acido naftalenacético y Zeatina, 20 g L™ de sacarosa, 20 mL de agua de
coco/lI* y 5 g de KNO3/L™; en condiciones de luz constante a 25 pmol s> m y en agitacion
a 100 rpm. Una vez establecido el cultivo se procedio a realizar cinéticas tipo lote, con una
duracion de 60 dias en matraz de 250 ml, donde se obtuvo un crecimiento méximo de 8.2 g
de peso seco por litro de medio (g PS/L™?), una velocidad de crecimiento especifica de (1)
0.045 dias™ y un tiempo de duplicacion (td) de 15.40 dias. Posteriormente, se escalé el
cultivo a biorreactor airlift de 2L, en el cual se realizaron cinéticas de 20 dias, obteniéndose
un crecimiento maximo de 16.79 g PS/L, una p de 0.0619 dias™ y un td de 11.20 dias. El

crecimiento de biomasa se incrementd un 200% en biorreactor.

El andlisis y la cuantificacion de HupA se realiz6 en los extractos alcaloideos del cultivo
Hup21, en las cinéticas de matraz y biorreactor airlift mediante la utilizacion de las técnicas
de cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). La
produccién maxima de HupA en matraz fue de 2.03 ug/g PS al dia 45, y de 2.45 ug/g PS al
dia 15 en biorreactor airlift. Si bien la produccién de HupA fue similar en ambos, el

crecimiento de la biomasa fue tres veces mas rapida en biorreactor.
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Adicionalmente, se realizaron ensayos de inhibicion de la acetilcolinesterasa del extracto
alcaloideo del cultivo Hup21. Se probd el extracto a una concentracion de 100 pg/mL, dando
como resultado una actividad anticolinesterasa del 85.6 + 1.27 %.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son de suma importancia, ya que el cultivo
Hup2l1 representa el segundo estudio de un cultivo in vitro de células en suspension
proveniente de helechos generado a nivel mundial y el primero en ser escalado a biorreactor
airlift de 2L. Ademas, los datos obtenidos en las cinéticas dan pauta a la realizacion de nuevos
proyectos con estrategias de elicitacion del cultivo, para mejorar el rendimiento de la biomasa
y la produccién de HupA, asi como también para la elucidacion y andlisis de otros posibles
alcaloides bioactivos presentes en los extractos del cultivo Hup21.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Huperzia orizabae, Huperzina A, cultivo in vitro,

extracto alcaloideo.
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ABSTRACT

One of the most studied approaches is the investigation of drugs that serve to treat Alzheimer
Disease (AD) symptoms is the search of acetylcholinesterase enzyme inhibitors. Huperzine
A (HupA) is an alkaloid isolated mainly from the fern Huperzia serrata that has attracted
great attention for its efficacy and safety in the treatment of AD. Its overexploitation is the
reason why the ecological niche of the plant has been disturbed. In this way, it is imperative
to search for other species of Huperzia that produce HupA, such is the case of Huperzia
orizabae, a fern endemic of Mexico. Also, the establishment of biotechnological strategies,
such as in vitro plant culture for the production of metabolites of interest in a stable and

controlled manner, is an approach to be pursued.

In the present work the stable production of calluses culture were obtained from fronds of
the fern H. orizabae, which was generated previously in our group of work. The cell culture
in suspension of the Hup2l cell line was optimized, which was grown in complete B5
medium, added with the phytoregulators naphthaleneacetic acid and zeatin, 20 g L™ of
sucrose, 20 mL of coconut water/L™ and 5 g of KNOs/L 1, and under conditions of constant
light at 25 umol s m™ and agitation at 100 rpm. Once the culture was established, a batch-
type culture was carried out, with a duration of 60 days in 250-mL Erlenmeyer flasks, where
a maximum growth of 8.2 g of dry weight per liter of medium was obtained (g PS / L), with
a specific growth rate (u) of 0.045 days™ and a duplication time (td) of 15.40 days.
Subsequently, the culture was scaled up a 2L airlift bioreactor, in which 20 days kinetics
were performed, obtaining a maximum growth of 16.79 g PS/ L, a p of 0.0619 days™ and
a td of 11.20 days. The maximum growth of biomass increased by 200% in bioreactor, thus

increasing the p and decreasing the td values.

The analysis and quantification of HupA was carried out in the alkaloid extracts of the Hup21
culture, in the kinetics of flask and airlift bioreactor using the techniques of thin layer
chromatography (TLC) and high efficiency liquid chromatography (CLAE). The maximum
production of HupA was 2.03 pg / g PS at day 45 in flasks, and 2.45 pug / g PS at day 15 in
the airlift bioreactor. Although the production of HupA was similar in both, the biomass it

grew three times faster in the bioreactor.
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Additionally, acetylcholinesterase inhibition assays were performed to the alkaloid extract of
the Hup21 culture. The extract was tested at a concentration of 100 pg/mL, resulting in an
anticholinesterase activity of 85.6 + 1.27%.

The results obtained in the present work are of great importance, because the established
Hup21 cell suspension line represents the second in vitro culture of cells suspension cultures
generated from ferns worldwide, and it is the first to be scaled up into bioreactors. In addition,
the data obtained in the kinetics will allow us to stars new projects, such as the elicitation of
the cells to improve the yield of biomass and production of HupA, as well as to start the
elucidation and analysis of other possible bioactive alkaloids present in the extracts of the
Hup21 culture.

Key words: Alzheimer's disease, Huperzia orizabae, Huperzina A, in vitro culture, alkaloid

extract.
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1.- INTRODUCCION

Las plantas medicinales, definidas por la Organizacion Mundial de la Salud como
“cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propositos
terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos”, han sido utilizadas ampliamente en la medicina tradicional de diversos paises para
fines curativos. Es mas empleada en paises en vias de desarrollo, donde se estima que el 80%
de la poblacion las usa para el cuidado de la salud (Farnsworth et al., 1985), como es el caso
de Meéxico, con un alcance del 90% de la poblacién. De hecho, México ocupa el segundo
lugar a nivel mundial con respecto al nimero de plantas medicinales, con alrededor de 4500
ejemplares. Sin embargo, a pesar de la gran riqueza de plantas medicinales que tiene México,
la validacion quimica, farmacoldgica y biomédica se ha llevado a cabo en un 5% de estas
especies, por lo que su estudio es un campo de investigacion importante (Schlaepfer y
Mendoza-Espinoza, 2010).

Los metabolitos secundarios les confieren sus propiedades a las plantas medicinales.
Estos son compuestos de bajo peso molecular con propiedades bioldgicas beneficiosas para
la planta, principalmente en su interaccién con el ambiente, ademas de conferirles sus
propiedades medicinales caracteristicas (Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Schéfer y Wink,
2009). Se clasifican en dos grandes grupos: nitrogenados y no nitrogenados. Dentro de los
primeros se encuentran los alcaloides, que han sido ampliamente estudiados con fines
terapéuticos y han dado origen a diversos farmacos; y en el segundo grupo estan los terpenos,
derivados fendlicos y cetogeninas (Barreiro, 2001). Dentro de las enfermedades que son
tratadas con alcaloides se encuentra la enfermedad de Alzheimer (EA), que es un desorden
neurodegenerativo, irreversible y progresivo, caracterizado por la pérdida de la memoria y
dafos en las funciones cognitivas, ambos relacionados con la mente neuronal (Berg et al.,
1993; Barinaga, 1995). Si bien actualmente alin no hay cura de esta enfermedad, existen
farmacos que actian como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChEI) y por lo
tanto ayudan a disminuir los sintomas. Dentro de éstos se encuentran disponibles en el
mercado el donepezil, rivastigmina y la galantamina, siendo esta Gltima un producto natural.
Sin embargo, estos compuestos tienen efectos secundarios en los pacientes, por lo que la

investigacion en la busqueda de metabolitos méas seguros y eficaces para el tratamiento de
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esta enfermedad ha sido tema de estudio de muchos grupos de trabajo. Interesantemente, en
la medicina tradicional china las plantas Lycopodiales han sido empleadas para el tratamiento
de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central, y es precisamente por estos
conocimientos que se empez0 a estudiar los compuestos producidos por estas plantas. Si bien
se sabe que existen un gran nimero de metabolitos secundarios en estas especies de helechos,
el méas ampliamente estudiado es HupA, producido por individuos que pertenecen a la familia
Huperziaceae y que fue aislado por primera vez de Huperzia serrata (Liu et al., 1986). Su
importancia radica en el hecho de que hasta ahora es uno de los inhibidores mas selectivos y
eficaces en la inhibicion de la AChE, solo por debajo de su homologo semisintético ZT-1
(Maet al., 2007).

Debido a la importancia de HupA en el tratamiento de EA, ha existido una
sobreexplotacion de H. serrata de su habitat natural, que la pone en peligro de extincion. Es
por esto que en los ultimos afios se han estudiado plantas pertenecientes a la familia
Huperziaceae que produzcan HupA, como son Huperzia selago y Plegmariurus squarrosus
(May Gang, 2008; Szypula et al., 2013).

Cabe destacar que HupA es producida también por otras especies de la familia
Huperziaceae, como lo es Huperzia orizabae, que se ha estudiado en nuestro grupo de
trabajo. Debido a que el alcaloide HupA es un producto natural de las plantas del género
Huperzia y que posee un alto valor farmacolégico para tratar la EA, su investigacién en el
helecho mexicano H. orizabae es de gran relevancia. La sintesis quimica de HupA ya es
conocida, pero no es viable econdmicamente. Sumado al hecho de que la planta se tarda 15
afios para que pueda ser explotada agronémicamente, ademas de que presenta baja densidad
poblacional y crecimiento en nichos ecoldgicos muy especificos, la presente propuesta buscé
establecer una estrategia biotecnoldgica de cultivo in vitro de células en suspensiéon y su

escalamiento a biorreactor airlift de 2L para la produccion controlada y rentable de HupA.
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- Demencia

La demencia es un sindrome neurodegenerativo patoldgico, generalmente de
naturaleza cronica o progresiva, causado por una variedad de afecciones que afectan el
cerebro y causan problemas de la memoria, el lenguaje, la comprension y el juicio
(Alzheimer’s Society 2015). Estas afecciones incluyen la EA, la demencia vascular (DVa),
la demencia con cuerpos de Lewy (DCL), enfermedad de Parkinson (EP) y la demencia
frontotemporal (DF) (Kindel et al., 2017). Actualmente se estima que 50 millones de
personas padecen demencia en todo el mundo y se prevé que alcance los 82 millones en 2030
y 152 millones en 2050 (OMS, 2019). De hecho, es considerada una prioridad de salud
publica desde el afio 2012, debido a su alta prevalencia e incidencia estimada (Demencia,
OMS, 2013; Vilela et al., 2017).

2.2.- Enfermedad de Alzheimer

La EA fue descubierta por primera vez en 1906 por Alois Alzheimer, un
neuropatdlogo y psiquiatra aleman. Es definida como un trastorno neurodegenerativo
progresivo grave (Santos et al., 2016), asociado a un deterioro mental (Bartus et al., 1999).
Es la forma mas comUn de demencia, representa entre un 60% y un 70% de los casos (OMS,
2019). Se presenta con mayor frecuencia en personas de edad avanzada (Liskowsky y
Schiebs, 2005), generalmente en mayores de 65 afios (Konrath et al., 2013). Se estima que
alrededor de 30 a 35 millones de personas en el mundo padecen EA (OMS, 2019), cifra que
incrementa a medida que la poblacion mundial continGa envejeciendo (Ma y Gang, 2008).
Actualmente se considera que la EA es la tercera causa de muerte en los paises desarrollados,
tan solo después de las enfermedades cardiovasculares y el cancer (Jiang et al., 2003; Ma y
Gang, 2008).

2.2.1.- Caracteristicas

La EA se caracteriza por un dafio cognitivo, pérdida de la memoria (Santos et al.,
2016), deterioro del comportamiento, del rendimiento, del lenguaje, de las habilidades
perceptivas y motoras, asi como de la inestabilidad del estado de animo, esto ocurre porque

las neuronas que se encuentran en partes del cerebro involucradas en la funcién cognitiva
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han sido dafiadas o destruidas (Alzheimer's Association, 2016). En etapas avanzadas, hay una
falta de respuesta con la pérdida de movilidad y el control de las funciones corporales, lo que
finalmente conduce a la muerte (Akram y Nawaz, 2017).

2.2.2.- Patologia de la EA

Esta enfermedad se caracteriza histopatoldgicamente por la formacion de placas
seniles, que se originan por la deposicion extracelular del péptido B-amiloide (AP) y la
aparicion de ovillos neurofibrilares (Selkoe, 1996), lo que con lleva a la pérdida de neuronas
colinérgicas y, por tanto, cambios en la corteza cerebral, el hipocampo y otras areas del
cerebro esenciales para las funciones cognitivas (Wang et al., 2006). Otra caracteristica
principal en la EA es la pérdida temprana y progresiva de neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal, produciéndose asi reducciones en varios marcadores colinérgicos (Arendt
et al., 1983; Nordberg, 1992; Bierer et al., 1995; Whitehouse et al., 1981), dando como
resultado alteraciones cognitivas observadas en las personas (Liskowsky y Schliebs, 2006).

2.2.3.- Etiologia - Factores de riesgo

La edad es el principal factor de riesgo en la EA (Herbert et al., 2013), presentandose
con mas frecuencia en personas mayores de 65 afios, sin embargo, existen muchos otros
factores de riesgo. De hecho, aunque en el 99% de los casos la EA es de inicio tardio o
esporéadico, en un 1 % o menos se presenta EA de inicio temprano, y de esto depende los
factores de riesgo. Este tipo de EA involucra mutaciones en el gen para la proteina precursora
de amiloide (PPA) y los genes para las proteinas presenilina 1 (PSN1) y presenilina 2 (PSN2).
Aquellos que heredan una mutacién en los genes APP o PSN 1 tienen la garantia de
desarrollar EA. Aquellos que heredan una mutacion en el gen de la PSN 2 tienen un 95% de
probabilidades de desarrollar la enfermedad. Sin embargo, ademéas de los factores
anteriormente expuestos existen muchos otros factores que pueden ser mas propensos para

gue una persona padezca la EA, tabla 1.
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Enfermedad de Alzheimer

Factor

Cita

EA de inicio tardio | Edad avanzada Hebert et al., 2013
(esporédico)

EA de inicio tardio vy | Antecedentes familiares Green et al., 2002
temprano Gen APOE &4 Saunders et al., 1993

Factores de riesgo genéticos

(EA de inicio temprano)

Proteina PPA

Bekris et al., 2010

Gen Presinilina 1

Goldman et al., 2011

Gen Presinilina 2

Goldman et al., 2011

Factores de riesgo

modificables

Lesién cerebral traumatica

(LCB)

Smith et al., 2013

Enfermedad cardiovascular

Fitzpatrick, 2004

Tabaquismo Rusanen et al., 2011
Obesidad Loef y Walach, 2013
Diabetes Gudala et al., 2013
Educacion Sando et al., 2008

Tabla 1. Factores de riesgo de la enfermedad de Alzheimer

2.2.4.- Tratamiento

Actualmente no hay cura para la enfermedad de Alzheimer, pero si existen

tratamientos que ayudan a controlarla, los cuales consisten en mejorar el deterioro cognitivo

y aliviar los sintomas, para mejorar las actividades de la vida diaria de las personas que la

padecen (Ha et al., 2011).

Los medicamentos recetados actualmente para el tratamiento de la EA se clasifican

en tres grupos: Inhibidores de la acetilcolinesterasa; un antagonista de un receptor para el

neurotransmisor glutamato, el N-metil-D-aspartato (NMDA) y medicamentos para controlar

la depresion y anomalias del comportamiento (Mucke, 2009).
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2.2.5.- Farmacos y productos naturales inhibidores de la AChE utilizados para el
tratamiento del Alzheimer

Los sintomas de la EA son causados principalmente por la disfuncion colinérgica. Lo
anterior es conocido como hipotesis colinérgica, y se trata con inhibidores de la AChE. Entre
estos farmacos se encuentran la tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina que han sido
aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), todos
ellos inhibidores de la AChE (Ma y Gang, 2008). La galantamina, a diferencia de los otros
tres AChEL, es un alcaloide natural de la planta Galanthus nivalis L. y de plantas relacionadas
a la familia Amaryllidaceae (Heinrich y Teoh, 2004), tabla 2. Si bien estos farmacos ayudan
a disminuir los sintomas de EA, existe la problemética de que causan varios efectos
secundarios en los pacientes. De hecho, la tacrina ya no se comercializa debido a que causa
toxicidad hepaética.

Por lo anterior se ha llevado a la busqueda de nuevos inhibidores de la AChE que
sean mas efectivos en el tratamiento de la EA y tengan menos efectos secundarios en las

personas, tal es el caso de HupA, tabla 2.
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Estructura Nombre Nombre Origen Efectos secundarios Cita
quimica comercial
Bloqueo
@ o ariculooventricular,
o{ﬁ,\@ _ _ Quimico | Epperly et
=0 ponepea Donepezilo Aricept diarrea, dolor de cabeza,
’ (1996) ) o al., 2017
nausea, vomito y
pérdida de peso
o Dolor abdominal,
oJLrll’\ o fibrilacion auricular,
S Quimico | = | _ Epperly et
I Rivastigmina Exelon disminuye el apetito,
N~ (2000) al., 2017
mareos, dolor de cabeza,
Rivastigmine p
nauseas
Bloqueo
Razadyne auriculoventricular,
_ _ Natural ) Epperly et
Galantamina | Reminyl diarrea, mareos, dolor
o (2001) ) al., 2017
Nivalin de cabeza, nausea,
vomito, pérdida de peso
Ma y Gang,
H Natural
p / Huperzina A 2008
NH, = (1986)
Huperzine A

Tabla 2. Farmacos utilizados en el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer

2.3.- Huperzina A

HupA es un alcaloide sesquiterpeno con un grupo piridona y un grupo amino

primario, su formula empirica es C1sH1sN20 y tiene un peso molecular de 242 (Zangara,

2003) Figura 1.

Es un inhibidor eficaz, reversible y selectivo de la enzima

acetilcolinesterasa, que ha atraido una atencion generalizada debido a su actividad

farmacoldgica Unica y su baja toxicidad para tratar la EA (Tang et al., 1996; Ma y Gang,

2008). En China fue aprobado en la década de 1990 como un farmaco para tratar la EA y en

los EE.UU. se comercializa como un suplemento alimenticio (Ma y Gang, 2004).
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Figura 1. Estructura quimica de Huperzina A.

Ensayos clinicos realizados con HupA han demostrado que produce mejoras
significativas en el déficit de la memoria en ancianos y pacientes con EA. La mayoria de
estos estudios se han realizado en China, donde se estima que 100.000 personas han sido
tratadas con HupA (Chiu y Zhang, 2000). Los resultados de estos estudios indican que HupA
es un farmaco eficaz y seguro para mejorar la funcién cognitiva (Ma et al., 2006). Ademas,
HupA también puede reducir la muerte celular neuronal causada por un exceso de glutamato
(Ved et al., 1997).

2.3.1.- Familia Huperziaceae

La familia Huperziaceae se compone de dos géneros, Huperzia y Plegmariurus
(Ching, 1978). Anteriormente se le clasificaba dentro de Lycopodium (s.1), pero fue
taxonémicamente separada de esta por Rothmaler (Ma et al., 1998, 2005, 2008). En buena
parte esta clasificacion se hizo en base quimiotaxonémica relacionado a la presencia de
HupA, ya que este alcaloide es producido solamente por especies de plantas pertenecientes a
esta familia.

Estas plantas han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional china para
el tratamiento de diversos padecimientos, como son: contusiones, tension, hinchazon,
esquizofrenia, miastenia gravis y en el envenenamiento por organofosforados (Jiangsu, 1985;
Ma et al., 2006). Por lo que han sido el foco de diversas investigaciones, como es el caso de
Huperzia serrata o también conocida como Qiang ceng ta, de la cual se aislé HupA en el afio
de 1986 por el cientifico chino Liu y colaboradores, compuesto que como se ha mencionado
es de gran importancia en el tratamiento de la EA.

Esta familia presenta una distribucion global, pero se encuentran relativamente en

mayor abundancia en habitats tropicales de América.
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2.3.2.- Huperzia orizabae
Es una planta epifita, raramente rupicola, de tamafio pequefio (20-32 cm), conocida
también como ‘“Lycopodium orizabae” o “Urostachys orizabae”. Su clasificacion

taxonomica es la siguiente, tabla 3.

Reino Plantae

Division Lycopodiophyta
Clase Lycopodiopsida
Orden Lycopodiales
Familia Huperziaceae
Género Huperzia

Especie Huperzia orizabae

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de Huperzia orizabae

Se distribuye en Mesoamérica y México, en este Ultimo se ha reportado su presencia

en los estados de Veracruz, Oaxaca, Guerrero y Chipas. Figura 2

Baja Caliorria

Querétarg

Zacatecas
Napari
Aguascalientes

Distrito
Federal

Tlaxcala

Figura 2. Distribucion geogréfica de Huperzia orizabae
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2.4.- Aspectos biotecnoldgicos para la produccion de metabolitos secundarios

Las plantas han sido utilizadas histéricamente como fuente para la produccion de
metabolitos secundarios, como son productos farmacéuticos, bioplaguicidas, saborizantes,
fragancias, colorantes y aditivos de alimentos (Rao y Ravishankar, 2002; Singh y Chaturvedi,
2012). Sin embargo, generalmente cuando son extraidos de plantas silvestres, existe la
problemaética de la sobreexplotacion de especies, reduccion significativa de la biodiversidad
de plantas, largos periodos de tiempo de cultivo, bajos rendimientos de producto, crecimiento
lento, asi como la busqueda de las condiciones geograficas Optimas para su crecimiento
(Arias et al., 2009; Georgiev y Weber, 2014).

En la actualidad el uso de estrategias biotecnoldgicas, como lo es el cultivo in vitro
de células y tejidos vegetales representa un area de aplicacién prometedora para la
produccién de metabolitos secundarios y la sintesis de proteinas recombinantes (Huang y
McDonald 2009; Georgiev et al., 2009; FILOVA, 2014). Lo anterior se debe a que su
crecimiento es independiente de los factores geogréficos y climaticos, y, ademas, tienen una
capacidad de ajuste que puede ayudar a implementar condiciones dptimas con un rendimiento
reproducible, controlado y constante (Yesil-Celiktas et al., 2010; Singh y Chaturvedi, 2012).

Las técnicas de cultivo in vitro vegetal incluyen cultivo de 6rganos,
micropropagacion, cultivo de callos, cultivo de células en suspension, cultivo de raices,
cultivo de protoplastos, cultivo de meristemos, cultivo de yemas, cultivo de anteras, cultivo
de emebriones, asi como el escalamiento a biorreactor. Son un conjunto de técnicas usadas
para crecer, tejidos, érganos y células vegetales en condiciones in vitro, bajo de forma
controlada, aséptica, y libres de microorganismos (Street 1977). Es importante mencionar
que el uso de reguladores de crecimiento vegetal RCV (tabla 4) es fundamental para el
desarrollo de estas técnicas, debido a que regulan y promueven el crecimeinto vegetal.
Ademas, una caracteristica crucial de las células vegetales que ha permitido el desarrollo de
la biotecnologia vegetal es la totipotencia (Georgiev, 2009), esto significa que cada célula
contiene una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece sin importar
su funcidn o posicién en ella 'y, por lo tanto, puede producir una gama de sustancias quimicas
encontradas en la planta original, asi como regenerar una nueva planta completa (Street,
1977; Ferl y Paul 2000; Calva y Pérez, 2017).
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Las ventajas de estas tecnologias sobre la produccion agricola convencional son las

siguientes:

>

% Es independiente de las variaciones geograficas y estacionales y de diversos factores

L)

ambientales.
¢+ Ofrece un sistema de produccién definido, que garantiza el suministro continuo de
productos, calidad uniforme y rendimiento.
% Es posible producir nuevos compuestos que no son normalmente se encuentra en la
planta madre.
Sin embargo, también presentan ciertas desventajas, entre las cuales se encuentran:
% Bajos rendimientos de producto
% Tasa de crecimiento lento
¢+ Susceptibles a contaminacion

¢ Inestabilidad genética

Grupo Tipo Funcion Ejemplos
Auxinas Elongacidn celular AlA, ANA, 2 4-D
Promotores del | ) _,
o Giberelinas Elongacion celular GAsz, GA1, GA4
crecimiento o o )
Citocininas Division celular Zeatina, BA

Inhibidores del | Acido abcisico | Tolerancia al estrés

crecimiento

_ Maduracion de frutos
Etileno .
Regula respuestas ambientales

Tabla 4. Reguladores del crecimiento vegetal y sus funciones

2.4.1.- Cultivo in vitro de callos

Es el tipo de cultivo mas ampliamente usado y se obtiene a partir de casi cualquier
planta u érgano. Regularmente al medio nutritivo, se agregan auxinas y/o citocininas. Este
tipo de cultivo se puede mantener indefinidamente, trasplantando periédicamente secciones
de callos a medio fresco. EI fendmeno mas observado en el cultivo de callos ha sido el de
generacion de plantas, ya sea por el proceso que involucra la formacion del tallo seguida del

enraizamiento, o por la iniciacion de la embriogénesis somatica (Hurtado y Merino, 1987).
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Los callos son utilizados para estudios de fisiologia vegetal, organogénesis,
embriogénesis, genética, fitotoxicologia y estudios de ultraestructura celular; asi como
también en la propagacion de plantas. Actualmente se le da énfasis en el &rea de sintesis y
extraccion de productos naturales, como son los farmacos (Deus y Zenk, 1982; Hurtado y
Merino, 1987).

El cultivo de callos se divide en cuatro etapas:

1) Induccién: las células del inoculo inicial comienzan su crecimiento.

2) Proliferacion celular: el tejido calloso aumenta su masa celular al maximo.

3) Induccion de la diferenciacion: se obtienen meristemos apicales, radiculares,
embriones, tejido vascular, etc.

4) Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado.

2.4.2.- Cultivo in vitro de células en suspension

El cultivo de células en suspension se desarrolla transfiriendo una porcién de callo
relativamente friable al medio liquido, manteniéndolo en condiciones adecuadas de
aireacion, agitacion, luz, temperatura y otros parametros fisicos para promover su disociacion
y crecimiento (Hurtado y Merino, 1987; FILOVA, 2014). Generalmente se cultivan
heterotréficamente usando azucares simples como fuente de carbono y el suministro
inorganico de otros nutrientes (Yesil-Celiktas et al., 2010). Por lo regular este tipo de cultivo
es sostenible y econdmicamente viable para la obtencion de metabolitos secundarios de alto
valor a partir de especies de plantas raras y/o amenazadas (Georgiev y Weber, 2014). Como
son fenilpropanoides, alcaloides, terpenoides, quinonas y esteroides, la mayoria de los cuales
son utilizados para la produccién de farmacos (Rao y Ravishankar, 2002).

Las células vegetales en cultivos en suspension muestran una variedad de formas,
siendo las mas comunes las formas esféricas y alargadas. Normalmente exhiben varios grados
de agregacion celular, que varian dependiendo de la especie de planta, la etapa de crecimiento
y las condiciones de cultivo (Yesil-Celiktas et al., 2010; Gueven, 2012). Sin embargo, aunque
la agregacidon celular se requiere para el crecimiento y la produccion de metabolitos, si es
muy grande puede tener un efecto perjudicial sobre la transferencia de sustratos
potencialmente limitantes (O y fuente de carbono) a las células, inhibiendo su crecimeinto

y produccion de compuestos (Georgiev et al. 2009).
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Por otro lado, las ventajas son que no estan limitados por las condiciones ambientales,
ecoldgicas o climaticas (Zhong et al., 1995), se manipulan facilmente para aumentar los
rendimientos de los productos (Roberts y Shuler, 1997). Por ende, la produccién puede ser
mas confiable, mas simple, predecible, y el aislamiento de los metabolitos secundarios puede
ser rapido y eficiente, en comparacion con la extraccion en plantas completas (Yesil-Celiktas
etal., 2010).

Las desventajas que se pueden presentar son contaminacion, crecimiento lento, bajos
rendimiento de productos, inestabilidad de las lineas celulares y problemas en el

escalamiento.

2.4.3.- Escalamiento de cultivos de células en suspension a biorreactor airlift

El estudio para la produccion de metabolitos secundarios a nivel laboratorio empieza
tipicamente con el estudio cultivos de callos en frascos, se desplaza a matraces en agitacion
y posteriormente su escalamiento a biorreactores, los cuales generalmente de acero
inoxidable, vidrio o plastico y van de 1 a 75,000 L. Los biorreactores son una estrategia
ventajosa para la produccion de metabolitos secundarios en el cultivo de células y tejidos
vegetales, ya que garantizan condiciones de proceso controladas, definidas y, por lo tanto,
minimiza variaciones en el rendimiento y la calidad del producto (Eibl y Eibl, 2008). Sin
embargo, encontrar el biorreactor y las condiciones correctas representa un gran reto técnico,
ya que las células vegetales son mas susceptibles a las fuerzas hidrodindmicas, fuerzas de
corte, tensiones mecénicas por medio de la aireacion y agitacion del medio que las células
microbianas (Georgiev et al., 2009). Debido a cada tipo de tejido requiere de instrumentacion
y adaptaciones particulares, y de la eficiencia de esto depende un crecimiento celular
efectivo, una produccion rentable y, por tanto, la factibilidad del proceso.

Algunos de los biorreactores que se utilizan para el cultivo de células y tejidos
vegetales son mostrados en la tabla 5. En el caso especifico del cultivo de células en
suspension los mas ampliamente utilizados son; biorreactores de tanque agitado,

biorreactores airlift y biorreactores de columna de burbujas (Yesil-Celiktas et al., 2010).
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Clasificacion

Tipos

Referencia

Agitados mecénicamente

De tanque agitado

De tambor rotatorio

Huang y
McDonald, 2012

Accionados

neumaticamente

Airlift

Columnas de burbujeo

Georgiev et al.,
2013

De membrana

De cama fija

Huang y
McDonald, 2012

Sistemas no agitados De membrana tubular
De lecho de niebla

De lecho de goteo

Desechables estandar Valdiani et al.,
Sistemas de biorreactores | De inmersion temporal 2019
desechables De onda mixta

Microbiorreactores

Tabla 5. Clasificacién y tipo de biorreactores utilizados en el cultivo de células y tejidos
vegetales

El biorreactor airlift (figura 3) consiste en una columna cilindrica con un tubo interno
Ilamado Draft, en la parte inferior cuenta con un dispersor de aire, esta columna esta sellada
con una tapa de acero inoxidable con sellos (empaques de plastico), la cual tiene cinco
accesos roscados en los cuales se coloca su instrumentacion, la columna cuenta con una toma
en su parte inferior. Este biorreactor es agitado de forma neumatica, se inyecta aire a presion
en la base el cual pasa por un aspersor (volumen de aire por volumen de medio por minuto
(vvm), produciendo asi dos tipos de potencias de agitacion que generan burbujas. El paso de
estas burbujas canalizadas por el Riser crea una fuerza de empuje y arrastre con la cara
superficial de las burbujas, esta fuerza acarrea el liquido por el Riser arrojando este flujo a la
cabeza de la columna (Head-space), al mismo tiempo introduce el liquido en el interior del
Draft, el liquido se regresa por la parte anular (Downcomer), logrando con esto una agitacion
circular uniforme en todo el perimetro anular, las velocidades de agitacion que alcanza este
biorreactor dependen de la presion de inyeccion del gas y de las caracteristicas de medio

(Caleb, 2016).
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1.-Head-space
2.-Downcomer
3.-Columna
4.-Riser
5.-Aspersor
6.-Draft

7.-Lineas de flujo
8.-Toma de muestra
inferior
9.-Electrodos

10.-Venteo

Figura 3. Biorreactor airlift de 2L

Los sistemas de biorreactores airlift suministran las bajas demandas de O2 requeridas
por los cultivos de células vegetales y son una buena solucién para cultivar lineas celulares
sensibles a las fuerzas de corte (Georgiev y Weber, 2014). Tienen varias ventajas, como la
combinacién de una alta carga de particulas sélidas, una buena transferencia de masa y
oxigeno adecuada, bajas fuerzas de corte hidrodinamicas, bajos requisitos de energia y un
disefio simple. Sin embargo, el principal inconveniente es su inadecuacion para cultivos de
plantas de alta densidad, asi como la espumacion extensiva que resulta de los polisacaridos
extracelulares, &cidos grasos y altas concentraciones de azucar en el medio de cultivo de
células vegetales (Eibl y Eibl 2002; Su 2006; Eibl y Eibl, 2008). Esto ultimo puede causar la
obstruccion del filtro de salida de aire, que constituyen un riesgo de contaminacion, pero

puede controlarse mediante la adicion de agentes antiespumantes (Cseke et al., 2016).
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3.- ANTECEDENTES DIRECTOS

En el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas Medicinales del Centro de
Investigacion en Biotecnologia se han realizado investigaciones cruciales encaminadas a la
produccién de HupA, empleando diferentes estrategias biotecnoldgicas para su cometido.
Una fue enfocada al aislamiento de hongos endofitos de H. orizabae para su posterior cultivo
y produccion de HupA (Cruz M. Olga, tesis doctoral por concluir) y la otra al cultivo in vitro
de callos generados a partir de explantes axénicos de frondes de la planta (Rodriguez S. Talia,
tesis doctoral por concluir). Este ultimo proyecto es la base de la presente propuesta.

Para los experimentos de callogénesis la colecta de la planta H. orizabae se realizo
en el estado de Veracruz en la ciudad de Coatepec, en el mes de septiembre del afio 2012.
Dicho material fue recuperado de copas de arboles previamente cortados para la obtencion
de madera. El nimero de voucher para la identificacion botanica de material vegetal se
encuentra en tramite en el Herbario HUMO de la UAEM.

El cultivo in vitro de helechos es complicado, debido a que son plantas recalcitrantes,
es decir que son dificiles de manejar en condiciones in vitro. De hecho, en el mundo existen
tres trabajos de cultivo in vitro de helechos de la familia Huperziaceae (Ma y Gang., 2008;
Szyputa et al., 2013 y Ishiuchi, et al., 2013). Es por esto que la generacion de los callos es
de gran importancia. El evento de callogénesis se logr6 a partir de explantes axénicos de
frondes de la planta H. orizabae, los cuales fueron sometidos a diferentes tratamientos con
fitorreguladores, siendo sus condiciones éptimas de crecimiento en Medio B5, con la adicion
de los fitorreguladores ANA y Zeatina (0.5 mg/L). A partir de un Unico evento de formacién
de callos, el mismo se cultivd bajo diferentes condiciones de fitorreguladores y luz. En la
figura 3 se puede apreciar la morfologia y color de callos de H. orizabae (Talia Rodriguez).

Se realizd el cultivo y estandarizacion de crecimiento de callos generados a partir de
explantes axénicos de frondes de la planta H. orizabae obtenidos por la estudiante de

doctorado Talia Rodriguez Salgado.
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Figura 4. Establecimiento de callos (B) a partir de frondes axénicos de Huperzia orizabae
(A). Figura 4-A, tomada por Cruz-Miranda 2019

Asi mismo, se ha comprobado la presencia del compuesto de interés (HupA) por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) por Soto-Dias, 2016. (Tabla 5). Sin
embargo, los rendimientos de HupA en comparacion con la planta silvestre y con otra especie
perteneciente a la familia Huperziaceae (Phlegmariurus squarrosus) son bajos (Tabla 5). Es
por esto que el presente proyecto pretendid incrementar la produccién de HupA mediante la
implementacién de herramientas biotecnoldgicas como es el cultivo de células en suspension,

lo cual permitiré tener un cultivo continuo que produzca HupA de manera estable.

Especie Tejido/Cultivo | Hup A (ug/g PS) | Autores

P. squarrosus | Frondes 378.83 May Gang, 2008

P. squarrosus | Callo 434.73 May Gang, 2008

P. squarrosus | Callo 675.69 Ma y Gang, 2008

H. orizabae Frondes 265 Rodriguez y Soto, 2016
H. orizabae Callo M15 0.53 Rodriguez y Soto, 2016
H. orizabae Callo M57 0.28 Rodriguez y Soto, 2016

Tabla 6. Datos comparativos de la produccion de HupA
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4.- JUSTIFICACION

El alcaloide Huperzina A es un producto natural producido por las plantas del género
Huperzia y posee un alto valor farmacolégico para tratar los sintomas de la EA. Actualmente,
de acuerdo a reportes de la OMS, en el mundo de los 47.5 millones de personas que padecen
demencia, cerca de 70% son del tipo Alzheimer, y tan solo en México se calcula que esta
enfermedad degenerativa afecta a 860,000 personas, cifras que van incrementando afio con
afio. Considerando que la produccion de HupA depende de su sintesis quimica, que es cara e
inviable comercialmente; que las poblaciones de Huperzia son escasas y crecen en nichos
ecologicos muy especificos, comprometiéndolas en materia de conservacion; y que su
crecimiento requiere entre 15-20 afios para que sean redituables comercialmente; se hace
imperativo el desarrollo de alternativas que permitan explotar estos recursos naturales de
forma racional, eficiente y rentable. La presente propuesta de investigacion posee un amplio
potencial para el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas que permitan superar las
dificultades antes mencionadas. ElI empleo de biorreactores en cultivos celulares para la
produccion de fitomedicamentos permite el escalamiento para una mayor produccién de
algiin compuesto deseado. Es por esto que se pretende lograr el establecimiento del cultivo
de células en suspension de H. orizabae y su posterior escalamiento a biorreactor airlift de
2L. Dicho cultivo se desarrollara a partir de un cultivo de callos de H. orizabae productores
de HupA previamente generado en el grupo de trabajo, con el objetivo de obtener una
produccion estable de HupA.
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5.- HIPOTESIS
El establecimiento de cultivos in vitro de células en suspension de H. orizabae y su

escalamiento a biorreactor airlift de 2L permitira la produccion estable de Huperzina A.

6.- OBJETIVOS
6.1.- Objetivo General:

+¢+ Establecer un cultivo de células en suspension (Hup21) de H. orizabae en matraces

de 250 mL y en biorreactor tipo airlift de 2L con la capacidad de producir Huperzina
A.

6.1.2 Objetivos Particulares:
¢+ Verificar que los callos de H. orizabae produzcan HupA y obtener biomasa.

+¢+ Establecer un cultivo de células en suspension a partir de callos de H. orizabae.

¢+ Caracterizar las cinéticas de crecimiento del cultivo de células en suspension, con la
identificacion y la cuantificacion de HupA presente en los extractos alcaloideos.

¢ Escalar el cultivo de células en suspension Hup21 en biorreactores airlift de 2L.
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7.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Corroborar la produccion de Hup A por

CLAE en los cultivos de callos de H. orizabae

v

Obtencion de biomasa de callos

v

Establecimiento del cultivo de

células en suspension de H. orizabae

en matraces de 250 mL

Cinética de crecimiento del
cultivo de células en

suspension de H. orizabae

Escalamiento y cinética del
cultivo de células de H.
orizabae en biorreactor airlift
de 2L

Parametros cinéticos a evaluar:
% Peso fresco
¢+ Peso seco (u y td)
% pH del medio de cultivo
¢ Viabilidad celular (DAF)
¢+ Consumo de azucares (CLAE)
++ Cuantificacién de Hup A (CLAE)

20| Pagina




8.- METODOLOGIA

8.1.- Obtencidon del material vegetal
El material vegetal (callos) con el que se inicio el presente proyecto fue generado por

la M. en F. Thalia Rodriguez Salgado en el afio 2016, Figura 4.

Figura 5. Callos de Huperzia orizabae

Los callos fueron resembrados en medio B5, en frascos de 250 mL, con un volumen
de medio de 50 mL. Los cultivos se mantuvieron en cuarto de cultivo, se incubaron a 25°C,

en fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad a una intensidad luminosa de 25uMn2S™,

8.2.- Preparacion del medio de cultivo

Se utiliz6 el medio B5 tanto para el cultivo de callos como para el cultivo de células
en suspension. El medio se prepar6 en botellas Pyrex de un litro, la cual se colocé en una
agitadora con un magneto. En una probeta de vidrio de 500 mL se adicionaron las 5
soluciones del medio B5, los fitorreguladores ANA y Zeatina (0.5 mg/L™?), AC (20 mL/L™),
agua MQ estéril hasta aforar a 500 mL y se vacio a la botella previamente colocada en
agitacion. Posteriormente, se peso la sacarosa, (20g/L™), PVP (1 g/L™) y KNOs (5 g/L™Y) y se
adicionaron a la botella en agitacion. Se dejo que se mezclaron de manera homogénea todos
los componentes del medio y se colocaron otros 500 mL de agua MQ estéril en la probeta,
se vacio a la botella y se dej6 en agitacion por 10 minutos. Finalmente, se ajust6 el pH a 5.5,
se esterilizo a 1.5 psi y 121°C durante 15 minutos.

Nota: En el caso del medio para el cultivo de callos, se adicionaron 3.5 g de

phytagel/L *despues de ajustar el pH.
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8.3.- Cultivo de callos

El cultivo de callos se realiz6 en una campana de flujo laminar, la cual se limpio con
alcohol al 70% y se dejé con luz UV durante 30 minutos.

Se esterilizaron frascos de 250 mL, pinzas, asi como el medio B5 a 1.5 psi y 121°C
durante 15 minutos. Una vez que se tuvo el material y el medio estéril se procedié a vaciar
50 mL de medio a cada frasco, se taparon, se sellaron con parafilm y se retiraron de la
campana.

Nota: Los frascos con medio se dejaron en un periodo de esterilidad de 5 dias.
Después de estos dias se observé que los frascos no presentaron algun tipo de contaminacion
y se procedido a resembrar callos previamente crecidos, de una edad de 30 dias

aproximadamente.

8.4.- Establecimiento de cultivo en suspensiones celulares
Para el establecimiento de las células en suspension se utilizaron matraces con 3
bafles laterales como los que se muestran en la figura 6, para una mejor y mas rapida
disgregacion de los callos friables de H. orizabae.
f '“Wi,f";ﬁﬁf .ow-"..;.; .v ;
.

i

Figura 6. Matraces con bafles laterales para el establecimiento de células en suspension.

Matraces con medio B5

Los callos de H. orizabae fueron inoculados en medio B5 liquido, adicionado con los
fitorreguladores ANA y Zeatina y un pH de 5.5.
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8.5.- Cinética en matraces de 250 mL

Se realiz6 una cinética tipo lote de 60 dias, en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con
un volumen de trabajo de 100 mL de medio B5, suplementado con los fitorreguladores ANA
y Zeatina (0.5 mg/L™Y) y AC (20 mL/ LY) y un inoculo del 2%. Se mantuvieron en una
agitadora orbital a 100 rpm, luz constante (25uMnS?) y 25°C. La toma de muestra se realizo

por triplicado, cada 5 dias, con un total de 13 puntos.

8.6.- Parametros cinéticos para la evaluacion del crecimiento y cuantificacion de HupA

en el cultivo de células en suspension de H. orizabae

8.6.1.- Obtencidn de peso fresco

El peso fresco se tomé durante cada punto de la cinética por triplicado, para esto se
procedid a filtrar las células con ayuda de una bomba de vacio, papel filtro de punto medio,
un embudo cénico y un matraz Kitasato. Las células se filtraron en una campana de flujo
laminar, posteriormente se pesaron en una balanza analitica OHAUS vy se reporto el peso en

g PF/L™. La biomasa se congelo y se guardé a -70°C para su posterior analisis.

8.6.2.- Obtencidn de peso seco
El crecimiento celular fue determinado midiendo el peso seco por triplicado. Para esto
se liofiliz6 por 72 h por cada muestra previamente congelada a -70°C, hasta llegar a peso
constante, posteriormente se pesé en una balanza analitica OHAUS y se report6 el peso como
g PS/LL. Con los datos obtenidos se calculd el promedio, la desviacion estandar y se
realizaron las gréficas correspondientes a las cinéticas de crecimiento de peso seco (PS) en
funcién del tiempo. Con los datos obtenidos se calculd la velocidad especifica de crecimiento
celular (p) y el tiempo de duplicacion (td) de las células mediante las siguientes ecuaciones:
- () a-t2
Xi/\t U
Donde:
w: Velocidad especifica de crecimiento
Ln: Logaritmo natural
Xf: Biomasa final
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Xi: Biomasa inicial
t: Tiempo
td: Tiempo de duplicacion

Ln2: Logaritmo natural de 2

Ademas de la py el td, se calcularon los rendimientos de biomasa (Y xss), rendimiento
de producto (u HupA/g S), velocidad de consumo de sustrato Qs=((1/Y xsis)*(H)) Yy
productividad ((ug P/g B)*(l)).

Donde:

Y xs: gramos de biomasa producida/gramo de sustrato consumido

M HupA/g S: H de HupA producido/gramo de sustrato consumido

Qs=(1/Y xis*p): gramos de sustrato consumido/gramo de biomasa por dia

(ug P/g B*u):  p de producto (HupA)/por gramo de biomasa por dia

8.6.3.- Viabilidad celular

La viabilidad se observo utilizando una reaccion fluorocromatica mediante diacetato
de fluoresceina (DAF) (Wildholm, 1972). Para preparar la solucion, se pesaron 5 mg de DAF,
se disolvié en 1 mL de acetona y se almaceno a 4°C. Una alicuota de 0.1 mL del stock se
adicion6 a 5 mL de agua desionizada. Posteriormente, en un tubo Eppendorf de 1.5 mL se
adicono 500 pL de esta ultima dilucion y se mezclo con 500 pL de la suspension celular, se
dejo reposar por 1 min, se tomaron 50 pL de esta suspension y se colocd en un portaobjetos
para ser observada al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super high
pressure mercury lamp, Modelo HB-10103AF), la reaccion de células viables se contd y se

expreso en porcentaje.

8.6.4.- Determinacion de pH al medio
El pH se midié al medio del cultivo de las células en suspension, con ayuda del

potencidmetro Orion modelo 4110A.
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8.6.5.- Cuantificacion del consumo de azlcares en el medio de cultivo

Para la cuantificacion del consumo de azucares se realizaron curvas de calibracion de
los azucares sacarosa, glucosa y fructosa para determinar el consumo de carbohidratos
presentes en el medio de las células en suspension. Para cada uno de los tres azlcares se
realizd una curva utilizando 6 concentraciones diferentes, las cuales fueron: 20, 16, 12, 8, 4
y 0.5 mg/mL. Se eligieron estas concentraciones debido a que la concentracion de sacarosa
utilizada en el medio fue de 20 g/L . La cuantificacion se realiz6 por CLAE, en el equipo
Waters 7117 plus Autosampler con un flujo de operacion de ImL/min a 25°C. Como fase
estacionaria se utiliz6 una columna amino UG80, tamafo 5 um (4.6 mm X 150 mm), como
fase mévil H2O:CH3CN, en una proporcion 80:20 respectivamente. Los datos obtenidos se

reportaron como gramos de sustrato por litro de medio S (g/L™Y).

8.6.5.1.- Curvas de calibracion de Sacarosa, Glucosa y Fructosa

Otro parametro importante a evaluar en el cultivo en suspension es el consumo de
carbohidratos, lo cual se realiz6 analizando el medio de cultivo de las suspensiones en cada
uno de los puntos de la cinética. Para esto primero se realizaron curvas de calibracion de
sacarosa, glucosa y fructosa, que se cuantificaron mediante CLAE en una columna de tipo
amino (gréafica 1). Como se puede observar todas las graficas de relacion concentracion y
area bajo la curva presentaron un valor de R? (fructosa: 0.9998; glucosa: 0.9992; glucosa:
0.9988) muy cercano a 1, lo cual nos indica que son confiables para determinar el consumo

de carbohidratos en la cinética.
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Sacarosa Fructosa

AAREA DEL PICO

Yy =272199x+86139 y =275877x+2309
R*=0.9988 R*=0.9998
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y =288134x-240.25
R*= 0.9992
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MILIGRAMOS

Graéfica 1. Curvas de calibracion de los azlcares; sacarosa A, fructosa B y glucosa C

8.7.- Fitoquimica de los extractos alcaloideos

Para la identificacion y cuantificacion del metabolito HupA presente en las
extracciones de alcaloides de callos y células en suspension se utilizaron las técnicas de CCF
y CLAE.

8.7.1.- Extraccion de alcaloides

Se realiz6 extraccion de alcaloides tanto a la biomasa de callos, como de células en
suspension, para posteriormente analizar dichos extractos por CCF y CLAE. Los pasos
seguidos fueron los siguientes:
1.- La biomasa seca y molida se desengrasd con hexano en una proporcion 1:3 (v/v),
posteriormente se sénico durante 5 min a 10 W potencia. Este procedimiento se realiz6 por
triplicado.
2.- Se prepar6 un extracto metandlico a partir de la biomasa previamente desengrasada, por
medio de maceracion con metanol durante 12 horas, en una proporcién 1:3 (v/v) y
posteriormente se sonico por 5 minutos, este procedimiento se realizé por triplicado. Los
extractos se evaporaron el rotaevaporador y se pesaron. Por ultimo, se prepararon los
extractos alcaloideos a partir del extracto metandlico. Para tal fin se utilizo el protocolo acido-
base de Wink et al., 1995 y Wu y Cu, 2006 con algunas modificaciones:
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1.- Cada muestra se disolvié en agua acidificada al 0.5 M. El volumen de agua fue de 30 mL
por muestra. Esto se realiz6 en tubos falcén de 50 mL.

2.- Se sonicaron los tubos falcon con la muestra y el agua acidifica durante 1 horay se dejaron
en agitacion (120 rpm) durante 12 horas.

3.- Se centrifugaron las muestras a 4000 rpm y se recuperé el sobrenadante, es decir, la fase
acuosa (fase en la que estan presentes los alcaloides). Posteriormente ajust6 el pH a 9 con
NH4OH al 2%.

4.- En un embudo de separacion se coloco la fase acuosa con el pH ajustado y se coloco
cloroformo en una proporcion (1:1), para extraer los alcaloides. Una vez puestas la fase
acuosa Yy el cloroformo en el embudo, se procedio a agitar durante 1 minuto. Se colocd el
embudo de separacién en la base y se esper6 a que formaran dos fases. Posteriormente se
recupero la fase cloroférmica en un matraz de 125 mL.

5.- El extracto cloroférmico recuperado (90 mL), se filtr6 con un embudo conico al cual se
le coloco papel filtro y una cuchara mediana de Na.SOs. El extracto filtrado se recuperd
nuevamente en un matraz de 125 mL.

6.- Los extractos cloroférmicos se dejaron secar en la campana de extraccion.

7.- Una vez secos los extractos cloroférmicos se recuperan afiadiendo 5 mL de una mezcla
de metanol: cloroformo en una proporcion 1:1. Se pasa a un vial y se deja secar. (Para obtener
el rendimiento de la extraccion).

8.- Finalmente se le adicion6 300 uL de metanol al vial, se sonicé durante 3 minutos y se

filtr a través de una membrana de 0.45 pum.

8.7.2.- Cromatografia en capa fina

Para identificar la posible presencia de HupA en los extractos alcaloideos se realiz6
el analisis por cromatografia en capa fina en un equipo semi-automatizado CAMAG. La fase
movil utilizada fue CHCI3:CH40H:H20 en una proporcién 120:20:2 (Vazquez Garcia,
2017) y como fase estacionaria placas de silice. Las placas se observaron en luz UV, y
posteriormente se revelaron con reactivo de yodo para revelar la presencia de alcaloides.
Como patron de referencia se utilizo estandar de HupA de Sigma-Aldrich para determinar la

posible presencia de este alcaloide en las muestras.
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8.7.3.- Cuantificacion de Huperzina A mediante cromatografia liquida de alta eficiencia

La cuantificacion de HupA en los extractos alcaloides se realiz6 por CLAE. Para
dicho fin se utiliz6 el equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia JASCO modelo LC-
Net 1I/ADC (50/60HZ). Como fase estacionaria se emple6 una columna C18 de silice fase
reversa Shiseido CAPCELL PAK MG 11 S5, de las cuales se muestran sus especificaciones

en latabla 7.

Diadmetro medio de la particula (um) | 4.40 -4.70

Distribucion de la particula (40%|90%) | < 1.28

Contenido de Carbén (%) 14.8-16.3
Resistencia a los acidos (%) > 80.0
Resistencia alcalina (%) >90.0

o - Columna; 4.6mm I.D. x 150 mm
Condiciones cromatograficas ) ) ) » )
Velocidad del flujo de inyeccion: 1.0 ml/min

Tabla 7. Especificaciones de la columna cromatografica C18

La fase movil utilizada fue H2O/TFA (0.0125 %):CH3CN, en una proporcién (85:15)
respectivamente (Cruz, O y Soto, U. 2016). Las muestras se corrieron con un volumen flujo
de 1 mL/min, a 25°C durante 40 minutos. La deteccion del analito fue a 235 y 310 nm, ya
que estas son las maximas longitudes de absorcion molar reportadas para el alcaloide Hup A
(Ma et al., 2005).
8.7.3.1.- Curva de calibracion de HupA

Se realiz6 una curva de calibracion de HupA, para poder cuantificarla en los extractos
alcaloideos del cultivo de callos y de células en suspension y determinar asi su produccion
durante las cinéticas. (grafica 2). La curva se construyé con 4 puntos, los cuales
corresponden a las concentraciones de 100, 10, 1, 0.5y 0.2 pg de HupA por mL de metanol.
Cada concentracion se corri6 por triplicado, se obtuvo un promedio y se procedi6 a graficar

la curva y sacar la ecuacion de la recta.
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Curva de calibracion de Hup A
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Grafica 2. Curva de calibracion de HupA, R?=0.998

Para comprobar que se pueda utilizar la curva realizada para la cuantificacion de
HupA, nos guiamos por el valor de R cuadrado (R?) o también llamado coeficiente de
determinacion, que se define como la proporcidn de la varianza total de la variable explicada
por la regresion y refleja la bondad del ajuste de un modelo a la variable que se pretender
explicar. Cabe mencionar que el valor del R? oscila entre 0 y 1, mientras mas cerca de 1 se
situe su valor, mayor es el ajuste del modelo a la variable que se requiere medir. De forma
inversa, cuanto mas cerca de cero, menos ajustado estara el modelo y, por tanto, menos fiable
serd. La curva present6 el valor de R?= 0.9982, muy cercano a 1, por lo que mostr6 una
correlacion lineal entre las concentraciones y sus respectivos valores de absorcion en el

espectro de deteccion de ultravioleta.

8.14.- Escalamiento del cultivo de la linea de células en suspension Hup21 a biorreactor
airlift de 2L

El escalamiento del cultivo de células en suspension Hup2l, se realizd en un
biorreactor airlift de 2L, el cual se esteriliz6 a 15 psi y 121°C durante 0.20 h, junto con 2L
de medio B5. Posteriormente se puso en operacién con un volumen de trabajo de 1.8 L de
medio B5 y se puso en operacién durante 1 dia, a un flujo de 0.5 VVM, pasado este dia se
inoculo con el 10 % del volumen de trabajo (180 g PF de células). Finalmente se realizaron
2 cinéticas de crecimiento, evaluando los mismos parametros que en la cinética de matraz de

250 mL, las condiciones del escalamiento fueron las sefialadas en la tabla 8.

Temperatura 25°C
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Luz Luz constante (25uMn2S?)

Volumen de trabajo 18L
0.5 (Dia 0-13)
1.0 (Dia 13-20)

Inoculo 10 %

Volumen de aire por volumen de medio por minuto (VVM)

Tabla 8. Condiciones de escalamiento en Biorreactor airlift de 2L

8.15.- Determinacion de la actividad inhibitoria de la AChE

Para la determinacion de la actividad inhibitoria de AChE, se utilizd el método
colorimétrico descrito por Ellman et al., 1961, con algunos cambios realizados por Vazquez
et al., 2018 para adaptarlo a las condiciones de placa de 96 pozos. Se utilizo la enzima
purificada de anguila a una concentracion de 0.02 U/mL (EC 3.1.1.7 Type VI-S, Sigma).

La enzima se incubo en buffer de fosfato 1.0 M (pH 8) con 10 uL de acido 5,5 -ditio-
bis-2-nitrobenzoico (DTNB) (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 0.5 Mm y 10 pL de la
muestra de extracto alcaloideo del cultivo Hup21 diluido en metanol. La placa se colocé a
Bafio Maria a 25°C durante 30 minutos. Posteriormente se adiciono a cada pozo 10 pL de
ioduro de acetilcolina 20 mM, para iniciar la reaccién. La hidrolisis se monitoreo por la
formacion del anién 2-nitro-5-mercaptobenzoato, cuyo color es amarillo y su espectro de
absorcion es de 412 nm. Se registrd la cinética de la reaccion cada 30 segundos durante 3
minutos en el espectrofotémetro con lector de microplacas (Lector SpectraMax ID3). La
actividad enzimatica se calcul6 comparando la actividad de la reaccion sin inhibidor. Se
utiliz6 estandar de HupA (Sigma-Aldrich) como control positivo.

El porcentaje de inhibicion se calculé6 como: % inhibicion= (1-S/E) x 100, donde E y

S son las actividades con y sin inhibidor, respectivamente (Véazquez, 2017).
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X1.— RESULTADOS Y DISCUSION

9.1.- Determinacion de la produccion de HupA en callos por CLAE

Con la finalidad de verificar que los callos de H. orizabae produjeran HupA, se realizd
el analisis mediante CLAE de su extracto alcaloideo. Para tal fin se utilizo la fase movil
H>O/TFA (0.0125 %):CH3CN, en una proporcion 85:15, como fase estacionaria una columna
C18 de silice fase reversa y los parametros de especificados en el apartado de metodologia.
En la figura 7 se puede observar la presencia de un pico, que se produce en el mismo tiempo
de retencién (TR) que el estandar de HupA, Figura 7.

Cromatograma

] Extracto alcaloideo de
8000 A U‘I

callos (tratamiento 6)
5000 A HupA
1 VJI\ugf ml)

AV

Intensity

T r r . r 1 : . : . )
0.0 5.0 10.0
Retention Time [min]

Figura 7. Perfil cromatografico de HupA (cromatograma inferior) (inyeccion de 10 pL de
una solucion a 1 pg/mL) y del extracto alcaloideo del cultivo de callos en medio semi-solido
(cromatograma superior) (inyeccion de 10 pL de una solucion a 4.2 pug/mL). Fase movil
H2O/TFA (0.0125 %):CH3CN, (85:15), C-18, flujo de 1 mL/min, a 235 y 310 nm

Los datos obtenidos dieron pauta para poder realizar el establecimiento del cultivo de

células en suspension a partir de callos de H. orizabae.

9.2.- Establecimiento del cultivo de células en suspension

En la figura 8 se muestra el establecimiento del cultivo de células en suspension. Se
parti6 con la inoculacion de callos friables de H. orizabae (figura 8-A) en matraces con bafles
laterales que contenian medio B5 liquido, adicionado con los fitorreguladores ANA y Zeatina

(0.5 mg/mL) y 20 mL de AC /L%, figura 8-B. Por (ltimo, una vez que se observé la
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disgregacion completa de los callos, se transfirio a matraces Erlenmeyer, el cultivo de células

en suspension establecido se le denomino Hup21 (figura 8-C).

Figura 8. Establecimiento del cultivo células en suspensién. A) Callos de H. orizabae, B)
Callos inoculados en matraces con tres bafles laterales, C) Cultivo de células en suspension

Hup21 (30 dias).

Una vez establecido el cultivo Hup21 se verificd que produjeran HupA. Para esto se
resembrd el cultivo para obtener biomasa y posteriormente se realizd extraccion de
alcaloides. Dichos extractos se analizaron por CLAE, utilizando los parametros descritos en

la metodologia.

Cromatograma
Extracto Alcaloideo
10000 - (3.2 pg/ ml)
| Cinetica T6 R1 - CH2
= HupA STD 8 - CH?
a 5000 - gl mi)
:E .

T T T T T T T T T T T

0.0 5.0 10.0
Retention Time [min]

Figura 9. Perfil cromatografico de HupA (rosa) (inyeccion de 10 pL de una solucion a 1
pg/mL) y del extracto alcaloideo del cultivo Hup21(Azul) (inyeccién de 10 pL de una
solucion a 3.2 pg/mL). Fase movil H20:CH3CN (85:15), C-18, flujo de 1 mL/min, a 235y
310 nm
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La figura 9 muestra el perfil cromatografico del extracto alcaloideo del cultivo Hup21
y del estandar de HupA, donde se observa la presencia de un pico que coincide con el mismo
TR del estandar HupA. Esta evidencia permitié considerar que la linea Hup21 era capaz de
producir HupA en niveles cuantificables y por lo tanto permitio continuar con el
establecimiento de la cinética.

9.3.- Cinetica del cultivo Hup21 en matraces de 250 mL

Una vez que se estableci6 el cultivo de células en suspension Hup21 y que se verificd
por medio de CLAE que produjera HupA, se realizé una cinética de crecimiento para saber
cémo se comportaba el cultivo y comparar las diferencias en la produccion de biomasa y de
HupA a lo largo del tiempo. La cinética fue tipo lote, durd 60 dias, se realiz6 en matraces de
250 mL, conteniendo 100 mL de medio B5. Las cosechas se realizaron cada 5 dias y por cada
punto se sacrificaron 3 matraces, en total la cinética tuvo un total de 13 puntos. Los cultivos
se mantuvieron en luz continua (25uMnS?), con agitacion constante a 100 rpm en una

agitadora de orbital y a 25°C.

9.3.1.- Estudio cinético de crecimiento
En la grafica 3 se muestra las curvas de crecimiento obtenidas para PF y PS, las
cuales presentan curvas sigmoideas tipicas de una cinética, con una tendencia muy parecida

para ambos parametros.

1501 r1o

100

Xpe (g PFL™Y)
(,.1sdb)%

50

—®— Peso Fresco
Peso Seco

T T T T T T T T T T T T 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Tiempo (Dias)

Graéfica 3. Curvas de tiempo-concentracion de la biomasa del cultivo Hup21 (cinética de 60
dias). PF en verde y PS en amarillo
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Se grafico el logaritmo natural (In), de la biomasa (PS) contra el tiempo (grafica 4),
se puede observar que el cultivo Hup21 no presenta una fase de adaptacion o fase lag, esto
puede ser debido al estado fisioldgico del indculo, ya que las células en suspension con las
que se inocularon los matraces de la cinética fueron obtenidas de cultivos de 25 dias,
momento el que se encontraban en fase de crecimiento exponencial (Street, 1977, Szabados
et al., 1991). En esta fase, las células presentan su capacidad méxima de crecimiento,
adaptandose facilmente a las condiciones que apremia el cambio a un medio de cultivo fresco

y rico en nutrientes (Lopez C. et al., 2017).

2.5
2.0
1.5+

1.0

In Xps (g PS LY

0.0

0 5I 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5 GID 6‘5 7‘0

Tiempo (Dias)
Graéfica 4. Crecimiento exponencial peso seco (PS) a lo largo de los 60 dias del cultivo
Hup21

El cultivo presentd una fase exponencial que va del dia 5 al dia 30, seguido de una
fase estacionaria que va del dia 30 al 45. Es precisamente en esta fase (dia 35) donde se
alcanza el mayor punto de produccion de biomasa 8.2033 g PS/L, lo que representd un
incremento de 4.22 veces el tamafio del inoculo inicial. Asi mismo, se presentan
fluctuaciones en el PS de la biomasa, que puede ser debido a una descompensacion del
crecimiento por la falta de nutrientes en el medio. Por ultimo, presenta una fase de muerte

del dia 45 al 60, en la cual cesa el crecimiento celular.

Se graficaron los valores de PS de la fase exponencial contra el tiempo y, mediante
analisis de regresion, se obtuvo una linea de tendencia exponencial, cuya pendiente se
determind como la velocidad de crecimiento (W) y con este dato se calculo el tiempo de
duplicacion (td), gréafica 5. El cultivo present6 una p de 0.045 d* y un td de 15.40 d*!, datos
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que difieren de otros cultivos de células en suspension, ya que generalmente la i oscila entre
valores de 0.15 y 0.63 d* (Arias J., 2014). Esto podria atribuirse a que el cultivo proviene de
un helecho y estas plantas superiores tienen un ciclo fenolégico muy largo.

y = 2.2629e0-045x
10 R%? =0.9468

o
-
>
&
e
-

. p=0.045 d-!
Td= 15.40 Dias

0 5 10 15 20 25 30

Gréfica 5. Ajuste de datos de PS de la fase exponencial del cultivo Hup21, py td

El cultivo presentd un indice de crecimiento (IC)=1.12, un rendimiento de producto
(RP)=0.29 y un rendimiento de sustrato (RS)=0.21

9.3.2.- Estudio cineético de viabilidad celular

La viabilidad celular la observamos con la técnica de diacetato de fluoresceina (DAF),
observando al microscopio y expresando el porcentaje de nimero de células vivas. Las
celulas presentes en el cultivo Hup21 forman microagregados (figura 10 A-B) y presentan
una morfologia esférica (figura 10 C-D). Estas formas se han reportado en otros cultivos de
células vegetales como Papaver somniferum (Curtis y Emery, 1993), Oryza sativa y
Trichosanthes kirilowii (McDonald et al., 2001) Uncaria tomentosa (Trejo-Tapia et al.,
2005), Solanum tuberosum (Granger L., 2016).
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Figura 10. Viabilidad celular del cultivo Hup21 (Dia 20). Microagregados celulares, en luz
transmitida A, fluorescencia B (Objetivo 10X). Morfologia esférica de las células, luz

transmitida C, fluorescencia D (Objetivo 40X).

Las células en suspension tienden a formar agregados de manera natural. Esto es
regulado por la cohesividad de la pared celular que permite la comunicacion célula-célula 'y
a su vez puede favorecer el transporte de intermediarios necesario para la biosintesis de
metabolitos secundarios (Trejo-Tapia y Monroy-Rodriguez., 2007). Ademas, éstos
generalmente promueven la organizacion celular y la diferenciacion, que resulta en la mejora
de la produccién de metabolitos secundarios (Huang y McDonald, 2009).
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Graéfica 6. Curvas de tiempo- concentracion de células y % de viabilidad celular del cultivo
Hup21

Medir la viabilidad celular de un cultivo es sumamente importante ya que proporciona

informacion acerca del crecimiento del cultivo. En la grafica 6 se muestra la viabilidad del
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cultivo Hup21 durante la cinética. El cultivo inicié con un 94 % de viabilidad, la cual fue
incrementando conforme pasaba la fase exponencial, alcanzando el mayor porcentaje (99 %)
al dia 30 al término de la fase. La viabilidad decrece conforme pasaba la fase estacionaria,
alcanzando su porcentaje mas bajo (70%) al dia 60. Esto A pesar de ser un cultivo que crece
muy lento, presenta una buena viabilidad celular.

Para la linea transgénica C23 las células mostraron fluorescencia verde a los escasos
segundos de ser observadas bajo el microscopio de epiflourescencia, indicando que estaban
vivas, (figura 15 a, b). Al dia 12 la viabilidad celular también fue del 90% y en la etapa de
crecimiento exponencial se visualizaron células que se encontraban en division celular
(figura 15b).

9.3.3.- Estudio cinético del pH en el medio de cultivo

El pH es la medida de la concentracién de iones hidronio [H*] en el cultivo in vitro
vegetal, que usualmente se ajusta entre 5 y 6 (McDonald y Jackman, 1989). En el medio

liquido B5, que se utilizo para el cultivo Hup21, se ajusto el pH a 5.5 antes de esterilizarlo.

Se midio el pH presente en el medio de cultivo (gréafica 7) en cada punto de la cinética
y se comparé con el PS. Se puede observar que al dia 0 éste tuvo un pH 5.12, cercano al que
se ajusta el medio, sin embargo, decrecio a 4.06 en el dia 5, alcanzando el valor més bajo, y
de este dia hasta el dia 60 se increment6 periédicamente, alcanzando su valor maximo al dia
60 (pH 6.82). La concentracion de iones de hidrogeno (pH) en el medio cambia durante el
desarrollo del cultivo, ya que los tejidos vegetales tienden a acidificar ligeramente el medio
de cultivo en las primeras horas, debido a la asimilacién del amoniaco que provoca que baje
el pH; posteriormente, cuando los nitratos son consumidos, el pH incrementa durante la

absorcion de nitrato (Caspeta L., 2004).
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Grafica 7. Curvas de tiempo-concentracion de células y pH del cultivo Hup21

9.3.4.- Estudio cinético del consumo de azucares en el medio de cultivo

Con ayuda de las curvas de calibracion de los azlcares se procedio realizar la
cuantificacion del consumo de carbohidratos en el medio del cultivo Hup21, durante cada
punto de la cinética. En la grafica 8 se muestra la comparacion entre el PS y el patron del
consumo de sacarosa, glucosa y fructosa.

Las enzimas invertasas presentes en la pared de células vegetales son las responsables
de hidrolizar la sacarosa en dos monosacaridos, fructosa y glucosa (Caspeta L., 2004).
Inicialmente al medio se le agregan 20 g de sacarosa comercial como fuente de carbono, por
lo que se esperaria que al dia cero la concentracion de este azlcar oscilara en los 20 g/L™?, sin
embargo, su concentracion fue de 14.72 g/L™. Esto es debido a que la sacarosa tiene una
naturaleza labil al calor y se puede descomponer en gran medida en D-glucosa y D-fructosa
después del autoclaveado (Wang J et al., 2017). Lo anterior se corrobora ya que al dia 0 hubo
1.22 g/Lt de glucosa y 1.49 g/L de fructosa, con una suma total de los tres aztcares de
17.45 g/Lt. No se alcanzaron los 20 g/L* de sustrato, que también puede ser explicado
debido al grado de pureza el azucar refinado, asi como aun grado de hidratacion (Castillo C.,
2006).
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Graéfica 8. Curvas de tiempo- concentracion de células y consumo de azucares del cultivo
Hup21

El consumo de carbohidratos en el cultivo de celulas en suspension Hup2l estuvo
asociada al incremento en la biomasa celular. La sacarosa se hidrolizé completamente al dia
10 (0 g/L™1), esta degradacion enzimatica se observé de forma temprana durante el cultivo y
se correlaciona con un incremento en la concentracion de los monosacéridos, glucosa (6.43
g/LY) y fructosa (9.67 g/L™). El patron en el consumo de glucosa y fructosa fue similar, el
cultivo consumié preferencialmente glucosa, este patron se presenta generalmente en el
cultivo de células en suspension y ha sido reportado por Caspeta, 2004 y Ramos, 2019. Sin
embargo, el crecimiento del cultivo dependi6 en parte de la fructosa, ya que la glucosa llego
a su nivel méas bajo el dia 25 (0.29 g/L™?) y fue hasta el dia 30 cuando la célula alcanz6 su
fase estacionaria. La fructosa se consumié completamente al dia 40 (0.02 g /L%, cuando el
cultivo alcanz6 su fase estacionaria y ya no se presento crecimiento, lo cual es normal ya que
al agotarse la fuente de carbono el crecimiento celular cesa y posteriormente hay muerte
celular. Sin embargo, del dia 40 al dia 45 el PS se increment6 levemente, de 7.02 a 8.12 g
PS/LL. Lo anterior podria deberse a que las células, al censar una disminucion en la fuente
de carbono, podrian disminuir su metabolismo secundario para dar prioridad a su
metabolismo primario y poder sobrevivir. El cultivo tuvo un rendimiento de biomasa (0.36 g

B/g S) y la sacarosa se consumid con una velocidad (Qs) de (0.12 g B/g S d™).
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En trabajos posteriores, seria conveniente realizar experimentos proporcionando
diferentes fuentes de carbono como sustrato y variar la concentracién de éstas en un rango
de 15a 30 g, ya que reportes en la literatura relacionan un incremento en la fuente de carbono

con un mayor crecimiento del cultivo celular (Chiou et al., 2001.

9.4.5.- Estudio cinético de la produccién de HupA

Con los datos arrojados en los perfiles cromatograficos de los extractos alcaloideos
del cultivo Hup21 y utilizando una curva de calibracion de HupA, se cuantificé el contenido
de dicho alcaloide en cada punto de la cinética. Se promediaron los valores de cada punto y
se sacaron la media y desviacion estandar. Los resultados fueron graficados y comparados
con el peso seco (PS), grafica 10.

La produccion de HupA durante el tiempo en cultivo varié entre 0,42 pg/g PS (dia 0)
y 2.03 pg/g PS (dia 45), donde alcanz6 su produccion maxima, es decir la produccion de

HupA tuvo un incremento 4.83 veces en el dia 45 la cinética.
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Graéfica 8. Curvas de tiempo-concentracion de células y rendimiento de HupA del cultivo
Hup21

HupA es un metabolito asociado al crecimiento, ya que conforme incremeta la biomsa
hay una aumento de éste; y cuando llega a la fase estacionaria su produccion empieza a
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decaer, aunque fluctia y su valor maximo de produccion fue al dia 45 (dentro de la fase
estacionaria). A pesar de que se sabe que los metabolitos asociados al crecimiento mantienen
su produccion en la fase estacionaroia, ya que no se degradan, para HupA en el cultivoHup21,
éste decayd. Este hecho podria ser debido a que el alcaloide pudiera estar se excretando al
medio de cultivo. Por esta razdn para posteriores cinéticas seria interresante realizar la
extraccion de alcaloides al medio liquido por cada punto de la cinética, para corroborar si se
encuentra HupA en cantidades apreciables, y de ser asi, determinar si este se excreta al medio

todo el tiempo o sélo en algunas fases del crecimiento.

La produccion de HupA en el cultivo Hup21 fue relativamente baja (2.03 ug), sin
embargo, comparado con otros trabajos donde se busca la produccion de HupA apartir del
cultivo de hongos endéfitos (produccién de HupA 1 pug/gPS de micelio, Shu et al., 2014), en
el cultivo Hup21 la produccion de HupA fue 2.03 veces mayor. Lo mismo ocurre con el
cultivo de callos (M57) del cual se partié para establecer el cultivo Hup21 (donde se produce
0.53 ug/g PS), siendo que para el cultivo Hup21 la produccion fue 3.83 veces mayor (Soto
y Rodriguez, 2016). En la tabla 9 se muestran los parametros cineticos, los rendimientos de
producto, los rendimientos de biomasa asi como la productividad del cultivo Hup2l. El
cultivo tuvo un rendimiento de producto (0.093 pg HupA/g S) y una productividad de (0.012
1 HupA/g B db).

Y

Velocidad de Tiempo de RP Qs Productividad
Planta/ X/s
Escala Biomasa crecimiento duplicacion (n HupA/g S) (gS/gBdY) (g n HupA/g BdY)
Cultivo (gB/gS)
(D] (td)
H. orizabael Matraz B; 1.94 g PS/A!
0.0454d! 15.40 dias 0.36 0.093 0.12 0.012

Cultivo Hup21 B 8.20gPS/L!

Tabla 9. Para metros cinéticos del cultivo Hup21

Se logré exitosamente el objetivo de establecimiento del cultivo Hup2l y la
produccién estable de HupA. Sin embargo, comparanda con la producciéon de HupA con
tejido de frondes del helecho H. orizabae que es de 265 pg/ g PS, la produccion es baja. Por
lo que el presente trabajo de investigacion abre las puertas para el desarrollo de otros

proyectos de investigacion, siendo uno de ellos buscar estrategias para aumentar la
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produccion de Hup A. En este sentido, se realizd el escalamiento del cultivo Hup21 a un
biorreactor airlift de 2L para incrementar la produccion de HupA.

9.5.- Escalamiento del cultivo Hup21 a biorreactor airlift de 2L

Se realizé el escalamineto del cultivo Hup21 de matraz a biorreactor airlift de 2L con
la finalidad de aumentar la produccién de HupA, partiendo de un inéculo de 10 % (m/v). Se
realizaron 2 cinéticas de 20 dias y se midieron los mismos parametros que en la cinética en
matraz. La figura 11 muestra el crecimiento del cultivo Hup21, en el biorreactor airlift 2L a
lo largo de 20 dias de cultivo.

Figura 11. Escalamiento de cultivo Hup21 a biorreactor airlift de 2L. A) dia 0, B) dia 10, C)
dia 15, D) dia 20

9.5.1.- Estudio cinético del crecimiento
Se graficaron el PF y PS obtenido durante la cinética del biorreactor, gréafica 11. Se
observa que las dos curvas presentan curvas sigmoideas tipicas de una cinética, con una

tendencia muy parecida para ambos parametros.

42 |Padgina



2001 - 20

~ <
- 150 - 15 -
' [%2]
.} —
'R «
o 100 = 10 o
o (7]
~ —
w "
a [
= 50 5 -

—#— Peso Fresco

Peso Seco
0 T T T T 0
0 5 10 15 20 25

Tiempo (Dias)

Graéfica 9. Curvas de tiempo-concentracion del cultivo Hup21 en biorreactor airlift de 2L.
Cinética de 20 dias, PF en verde y PS en amarillo

La grafica 11 muestra los logaritmos (In) de la biomasa (PS) de las células obtenidos
en el biorreactor. El cultivo presenté una fase lag de 5 dias, una fase de crecimiento
exponencial de 10 dias que fue del dia 5 al 15 y finalmente una fase estacionaria del dia 15
al 20. Al final de la fase exponencial (dia 15) se alcanza el mayor punto de produccion de
biomasa (16.70 g PS/L), lo que represento de 2.08 veces el tamafio del inoculo inicial.
Interesantemente el PS obtenido es 2.03 veces mas que en matraz (8.2033 g PS/LY) y se
obtuvo un lapso de tiempo mas corto (15 dias), en lugar de 35 (matraz).
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1.8 T T T T
0 5 10 15 20 25
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Graéfica 10. Crecimiento exponencial del peso seco (PS), del cultivo Hup21. Cinética de 20
dias
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En la gréafica 12 se muestran los datos de la fase de crecimiento exponencial, los
cuales se ajustaron a una linea de tendencia exponencial. Con dichos datos se obtuvo la py
el td, que indican la velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacién, respectivamente.

18 y = 6.8803e0.061%x
1 R*=0.9622
14
712
é’o 10
£ u=0.0619 d-1
td=11.20 Dias

o N B O ®

0 5 10 15 20

Tiempo (Dias)

Graéfica 11. Ajuste de datos de PS de la fase exponencial del cultivo Hup21, py td

El cultivo Hup21 en biorreactor presentd una i de 0.0619 y un td de 11.20 dias. Estos
se correlacionan con los datos de la produccion de PS. La p (0.045 en matraz de 250 mL)
aumento y por tanto disminuyo la velocidad de crecimiento de 15.40 d* (matraz de 250 mL)
a 11.20 den su escalamiento a biorreactor. Estos resultados son de gran valor, siendo los
primeros reportados para un cultivo de helechos y, ademas, aunado al hecho de una mayor
produccion de biomasa (16.70 g PS/L™?) y que comparado con el cultivo en matraz fue 2.33
veces mas rapido, hacen de este escalamiento un modelo rentable para la produccién de

HupA en el cultivo Hup21.

9.5.2.- Estudio cinético de viabilidad celular

Las células crecidas en el biorreactor airlift de 2L tienden a forman microagregados
celulares y presentan una morfologia esférica al igual que en su cultivo en matraz, figura
12.
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Figura 12. Viabilidad celular del cultivo Hup21 en su escalamiento a biorreactor airlift de

2L (Dia 5). Microagregados celulares, en luz transmitida A, fluorescencia B (Objetivo 10X).

Sé grafico el porcentaje de viabilidad celular del cultivo y se compararon los datos

con el PS, gréafica 13.
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Graéfica 12. Curvas de tiempo- concentracion de células y % de viabilidad celular del cultivo
Hup2l

El cultivo presentd una viabilidad celular similar a la que se dio en su cultivo en
matraz. Inici6 con un 91% de viabilidad, la cual subi6 durante la fase exponencial, para
alcanzar su valor maximo al dia 15 (98.5 %), decrecio en la de la fase estacionaria. Sin
embargo, no se alcanza a observar valores muy bajos de viabilidad, debido a que el tiempo
de cinética fue corto y si bien, se visualiza una fase estacionaria, esta podria ser mas larga si
la cinética hubiese durado maés tiempo. En posteriores cinéticas podria plantearse el uso de
un cultivo continuo, para mantener la produccion de biomasa durante periodos de tiempo

prolongados.
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9.5.3.- Registro de pH en el medio de cultivo

Se graficaron también los datos de pesos seco (PS) en funcidn de las variaciones de
pH. El pH inicio con valor de 5.18, a partir de este dia hasta el final de la cinética incremento

paulatinamente hasta alcanzar su valor maximo de 6.52 al dia 20, que como se ha mencionado

anteriormente se debe a la asimilacion de nitratos durante el crecimiento celular.
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Grafica 13. Curvas de tiempo-concentracion de células y pH del cultivo Hup21

9.5.4.- Estudio cinético del consumo de azucares en el medio de cultivo

Con el fin de tener un estudio mas completo del crecimeinto del cultivo Hup21 en

biorreactor, se midi6 el consumo de azucares durante la cinética, grafica 16.
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Graéfica 14. Curvas de tiempo- concentracion de células y consumo de azucares del cultivo

Hup2l
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El consumo de carbohidratos en el cultivo de células en suspension Hup2l en su
escalamiento a biorreactor airlift de 2L estuvo asociada al incremento en la biomasa celular.
La sacarosa se hidrolizé6 completamente al dia 5, lo que se correlaciona con la méxima
concentracion en este dia de la glucosa (2.28 g/L™) y la fructosa (8.96 g/L™1). La glucosa se
consumio completamente al dia 10 y la fructosa al dia 15, que coincide con el inicio de la
fase de muerte. El cultivo tuvo un rendimiento de biomasa (0.71 g B/g S) y la sacarosa se
consumid con una velocidad de consumo (Qs) de (0.09 g B/g S d™b).

La sacarosa es la fuente de carbono de uso comun en los cultivos vegetales, debido al
transporte eficiente de la misma a través de la membrana plasmatica, y su utilizacion
mediante la intervencion de invertasas de pared celular y citoplasmicas que la catalizan a sus
unidades monomericas (glucosa y fructosa) constitutivas (Borkowska y Szczebra, 1991;
Néader, 2004). El perfil de consumo de sacarosa obtenido en el cultivo Hup2l en su
escalamiento a biorreactor airlift de 2L, es similar al de matraz; no obstante, su hidrolisis
completa ocurre al dia 5 y en matraz al dia 10, esto puede deberse a que en biorreactor los
cultivos tienden a asimilar mas rapido el consumo de nutrientes. El patron en el consumo de
glucosa y fructosa presenté un perfil similar al cultivo en matraz, consumiéndose
preferencialmente glucosa sobre fructosa, patrén que se presenta generalmente en el cultivo
de células en suspensién, Caspeta, 2004 y Ramos, 2019. Al igual que en cultivo en matraz
las concentraciones maximas de glucosa y fructosa se alcanzan cuando la sacarosa se
hidroliza completamente. La fructosa se consumié completamente al dia 15 (0.05 g /L),
cuando el cultivo alcanz6 su fase estacionaria y ya no se presentd crecimiento, debido a que
al agotarse la fuente de carbono el crecimiento celular cesa y posteriormente hay muerte

celular.

9.5.5.- Estudio cinético de la produccién de HupA

La gréafica 17 muestra la produccion de HupA en la cinética establecida en el
biorreactor airlift de 2 L.
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Gréfica 15. Curvas de tiempo-concentracion de células y rendimiento de HupA del cultivo
Hup21

La produccion de HupA en el cultivo Hup21 en la cinética en biorreactor airlift
presentd una tendencia similar a la produccion de este alcaloide en la cinética establecida en
matraz. En esta cinética se puede corroborar que HupA es un metabolito asociado al

crecimiento, ya que incrementd su produccion a medida que el cultivo crecio.

La produccion de HupA obtenida en el cultivo Hup21 crecido en matraz (2.03 pg/g
PS) y el sistema en biorreactor (2.48 ug/g PS), incremento 3 veces mas que en el cultivo
callos (0.53 pg/g PS). Sin embargo, para incrementar ain mas su produccion en trabajos
futuros podrias realizarse estudios de elicitacién con metiljasmonato, que ha sido utilizado
para elicitar y, por tanto, incrementar la produccion de alcaloides en suspensiones celulares
(Yukimune et al., 1996). En este mismo sentido, seria importante la adicién de los
precursores aminoaciditos que participan en la biosintesis del alcaloide de interés, que para
el caso de HupA seria el amino&cido lisina, cambiar niveles de sacarosa, fosfato y nitratos

para mejorar los niveles de produccién (Rao y Ravishankarb, 2002) de HupA.
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En la tabla 10 se muestran los pardmetros cinéticos, rendimientos de producto
(HupA), rendimiento de biomasa, asi como la productividad comparados con los datos
obtenidos en su crecimiento en matraz de 250 mL. El cultivo tuvo un rendimiento de producto
(0.17 pug HupA/g S) y una productividad de (0.015 p HupA/g B d2).

Y RP
Velocidad de Tiempo de Qs Productividad
Planta/ X/S (n HupA/g
Escala Biomasa crecimiento duplicaciéon (g S/gBdY (gP/gBdY
Cultivo (gB/gS) 5)
(0 (td)
H. orizabae/ Matraz B; 1.94 g PS/L1
0.0454! 15.40 dias 0.36 0.093 0.12 0.012
Cultivo Hup21 B, | 8.20gPS/L!
H. orizabae/ Biorreactor | B; 8.05g PS/L!
0.0619 4! 11.20 dias 0.71 0.17 0.09 0.015
Cultivo Hup21 | airlift 2L B, | 16.80g PS/L!

Tabla 10. Parametros cinéticos del cultivo Hup21 en su escalamiento a biorreactor airlift de 2L y
matraz de 250 mL

Comparando los datos de la tabla 10, el cultivo Hup21 en su escalamiento a
biorreactor airlift de 2L, tuvo un rendimiento de biomasa, un rendimiento de producto y una
productividad mayor que el cultivo crecido en matraz de 250 mL. Por lo tanto, el cultivo en
su escalamiento a biorreactor airlift presenta hasta el momento un proceso mas rentable para
la produccion de HupA que el cultivo en matraz de 250 mL. No obstante, en trabajos futuros
seria importante realia para incrementar la produccion de HupA secundarios seria interesante
realizar variaciones en el formato del proceso, como puede ser un cultivo alimentado, de tal

manera que se incremente la produccién de biomasa y por ende la produccién de HupA.

En los perfiles cromatogréficos de los extractos alcaloideos obtenidos de biomasa del
cultivo Hup21, crecido tanto a nivel matraz como biorreactor, se observo la presencia de
otros compuestos que llegan a ser inclusivamente de mayor area que los de HupA. Al ser este
un extracto alcaloideo, se estaria en la presencia de otros alcaloides, que en posteriores
trabajos seria interesante estudiar. Estos alcaloides posiblemente pertenezcan a la clase
Licopodiales, que es a la que se incluye HupA, lo que abre la posibilidad de encontrar
precursores de HupA o moléculas derivadas que podrian presentar actividad inhibitoria de la
AChE relevante.

9.6.- Resultados anexos
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9.6.1.- Determinacion de HupA por cromatografia en capa fina

Con el fin de determinar si HupA estaba presente en los extractos alcaloideos
obtenidos a partir de cultivos de callos, del cultivo de células en suspension Hup21 en matraz
y el obtenido de biorreactor se realizaron placas de cromatografia en capa fina en un equipo
semiautomatizado (CAMAG). Las placas cromatograficas se revelaron con la fase
CHCI3:CH40H:H20 en una proporcion (120:20:2), con reactivo de yodo, y se visualizaron
en luz transmitida la figura (A), 254 nm figura (B), 366 nm figura (C). En la primera y
Gltima columna se aplicé el estandar de HupA que es la mancha tenue con un (Rf=0.43).
Como se puede apreciar las muestras M1(Extracto de callos), M3(Extracto del cultivo
Hup21), M4 (Extracto del cultivo Hup21 crecido en biorreactor), se detecto la presencia de
unos compuestos muy cercanos a HupA (Rf=0.44). Ademas, se revelo la presencia de otros
alcaloides de polaridad mas baja y mas alta a HupA, lo que abre una a futuros trabajos para
aislar y purificar dichos compuestos, asi como para probar su actividad inhibitoria de la
AChE.

Luz transmitida E 254 nm

HupA M1 M3 M4 M5 HupA HupA M1 M3 M4 MS HupA HupA M1 M3 M4 MS HupA

Figura 13. Cromatografia en capa fina de extractos alcaloideos del cultivo Hup21. Carriles
laterales (HupA-Rf=0.43), carriles centrales M1(Extracto de callos), M3(Extracto del cultivo
Hup21), M4 (Extracto del cultivo Hup21 crecido en biorreactor). Fase CHCI3:CH40H:H20

en una proporcion (120:20:2). Revelado con Yodo, sistema semiautomatizado CAMAG

9.6.2.- Actividad inhibitoria de la AChE in vitro
Debido a los resultados obtenidos CCF y CLAE que revelaron la posible presencia
de HupA, asi como otros alcaloideos en los extractos de los cultivos se decidid realizar un

ensayo de inhibicién de la AChE al extracto perteneciente al cultivo de células en suspensién
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Hup21. Se probo la concentracion de 100 pg/mL y como control positivo se utilizo HupA a
0.16 pg/mL. Los resultados se muestran en la gréfica 18, el control positivo (HupA) tuvo
una inhibicién del 48.3% * 0.28 y el extracto del cultivo Hup21 una inhibicién del 85.6 % +
1.27.

100

80

60

40

20

% de inhibicion

HupA Cultivo Hup21
Compuesto/extracto

Grafica 16. Actividad inhibitoria de la AChE, de extracto alcaloideo del cultivo Hup21

Tomando en cuenta el extracto alcaloideo del cultivo Hup21 pertenece a un cultivo
in vitro y no un extracto puro de material vegetal, presenta una alta actividad inhibitoria de
la AChE, Ademas, en comparacion con actividades inhibitorias de otros extractos alcaloideos
probados a la misma concentracion que el extracto alcaloide del cultivo Hup21 (100pg/mL)
de plantas que se utilizan para tratar la EA presenta un porcentaje de inhibicion mas alto,
tabla 8. Los resultados obtenidos, dan pauta para realizar ensayos de actividad inhibitoria in

Vivo.
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Especie Tejido/Cultivo % (actividad inhibitoria Cita
de la AChE)-100 pg/mL

Huperzia Cultivo de células en | 85.6 + 1.27 Pérez, 2019
orizabae suspension Hup21
Unacaria 78.4

Tallo
rhynchophylla
Nelumbo Hojas 76.5
nucifera
Portulaca Tallo 74.2
oleracea
Zingiber Raiz 60.5
officinale CHEN et al., 2016
Camelia Hojas 40.2
sinensis
Curcumalonga | Raiz 35.8
Allium sativum | Bulbos 33.8
Lobelia Planta completa 28.2
chinensis
Areca catechu | Fruto 19.3

Tabla 11. Datos comparativos de la actividad inhibitoria del extracto alcaloideo de Hup21 y

extractos de plantas (100 pg/mL) utilizadas para el tratamiento de EA

52| Pagina



53| Pagina



X. - CONCLUSIONES

Se establecio el cultivo de células en suspension Hup21 en matraz de 250 mL, que
constituye uno de los primeros reportes en el establecimiento in vitro de células en suspension

perteneciente a la familia Huperziaceae.

Se caracteriz6 por primera vez una cinética de crecimiento de células en suspension

(Hup21) a nivel matraz de 250 mL perteneciente a un licopodio de la familia Huperziaceae.

El rendimiento de biomasa y produccion de HupA en el cultivo Hup21 a nivel matraz
de 250 mL present6 valores maximos de biomasa de 8.20 g PS/L al dia 35 (4.2 veces mas
que el inoculo inicial), y de produccion de HupA de 2.03 pg/g PS al dia 45 (9.22 veces méas

que su produccion al dia 0).

El cultivo Hup21 a nivel matraz de 250 mL tiene una velocidad especifica de

crecimiento a nivel matraz de 0.045 d! y tiempo de duplicacion de 15.40 dias.

El cultivo Hup21 crecido en matraz de 250 mL tuvo un rendimiento de biomasa (0.36
g B/g S), la sacarosa se consumio con una velocidad (Qs) de (0.12 g B/g S d*%), su rendimiento
de producto fue de (0.093 pug HupA/g S) y una productividad de (0.012 p HupA/g B d2).

Se escal6 a biorreactor airlift de 2L por primera vez un cultivo de células en

suspension (Hup21), perteneciente a la familia Huperziaceae.

El rendimiento de biomasa y produccion de HupA en su escalamiento a biorreactor
presento valores méximos de biomasa de 16.80 g PS/L-1 al dia 15 (2.09 veces mas que el
inoculo inicial), y de produccién de HupA de 2.48 ug/g PS (6.53 veces mas que su produccion
al dia 0).

En su escala biorreactor airlift de 2L presento una velocidad de cimiento especifica

de 0.619 d! y un tiempo de duplicacion de 11.20 dias.

El cultivo Hup2l en su escalamiento a biorreactor airlift tuvo un rendimiento de
biomasa (0.71 g B/g S), la sacarosa se consumio con una velocidad de consumo (Qs) de (0.09
g B/g S d1), su rendimiento de producto fue de (0.17 ug HupA/g S) y una productividad de
(0.015 p HupA/g B d?).
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La produccion de HupA en el cultivo Hup21 fue 2.83 veces mas (matraz) y 4.67 veces

mayor (biorreactor airlift), comparado lo reportado por Soto y Rodriguez en el 2016 para el

cultivo de callos (tabla 12).

Especie Tejido/Cultivo Hup A (ug/g PS) | Autores
H. orizabae Frondes 265 Rodriguez y Soto, 2016
H. orizabae Callo M15 0.53 Rodriguez y Soto, 2016
H. orizabae Callo M57 0.28 Rodriguez y Soto, 2016
H. orizabae Cultivo Hup21 2.03 Pérez, 2019
(Matraz)
H. orizabae Cultivo Hup21 2.48 Pérez , 2019
(Biorreactor airlift 2L)

Tabla 12. Datos comparativos de la produccion de HupA, en callos de H. orizabae y el

cultivo 21

Se probd la actividad inhibitoria de la AChE del cultivo Hup21 que fue del 85.6 % +

1.27. Se detectd la presencia de otros compuestos en los extractos alcaloideos del cultivo

Hup21, por lo que se abre una puerta para el aislamiento e identificacion de estos compuestos

que posiblemente presenten actividad anticolinesterasa.
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11. PERSPECTIVAS

Realizar réplicas de la cinética en biorreactor airlift, para corroborar los datos
obtenidos y aumentar el tiempo de la cinética.

Siendo HupA un metabolito asociado al crecimiento se recomienda optimizar las
condiciones de cultivo Hup21 para mejorar la produccion de biomasa y, por tanto, el
rendimiento de HupA, variando la concentracion de la fuente de carbono, nitratos y fosfatos.
Asi como el disefio de experimentos para estudiar el efecto de elicitores, y adicion del

precursor aminoacidico (lisina).

Una vez optimizando las condiciones de crecimiento del cultivo se recomienda el

escalamiento a biorreactor airlift de 10L.

Realizar réplicas de ensayos de inhibicion de la AChE in vivo, a los extractos
alcaloideos de las células en suspension Hup21 a concentraciones de 75 y 125 pg/mL para
sacar el I1Cso. Y posteriormente realizar ensayos in vitro de la actividad inhibitoria de la
AChE.
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