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RESUMEN

Martinez Ancheyta, Manuel Adrian. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica.
Tecnoldgico Nacional de Mexico/lnstituto Tecnologico de Veracruz-Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos. Noviembre, 2020. Caracterizacion cinética de
lineas celulares de Taxus globosa S. tejo mexicano para la produccién de paclitaxel y
bacatina Il1. Asesora: Aguilar-Uscanga, Maria Guadalupe.

El arbol del tejo mexicano (Taxus globosa S.), tiene la capacidad de sintetizar alcaloides
diterpénicos conocidos como taxoides, entre los que destaca el paclitaxel y su precursor
bacatina Ill. El interés en el paclitaxel es debido a su accién antineoplésica en tratamientos
de diversos tipos de cancer. Para la obtencion de este alcaloide diterpénico se han reportado
métodos que no comprometen la vida de los arboles de este género, como son: por sintesis
quimica (aproximadamente 30 pasos de reaccion); por semisintesis partiendo de los
precursores naturales del paclitaxel (bacatina 111 y 10-diacetil-bacatina Il1); a partir de
microorganismos asociados al arbol (hongos endofiticos); y por cultivo in vitro de células de
especies de Taxus. Este Gltimo método es el que se aplica industrialmente para la produccion
de paclitaxel, por las especies baccata y chinensis. En México, se cuenta con la especie Taxus
globosa S., tejo mexicano o romerillo, la cual in vivo se destaca por contener mayores
concentraciones de paclitaxel comparado con las especies baccata y chinensis, sin embargo,

in vitro hasta ahora no ha logrado superar a estas dos especies.

Considerando que la concentracion de taxanos varia de acuerdo a la especie o variedad del
tejo, el presente trabajo tuvo como objetivo el aislamiento y caracterizacion de nuevas lineas
celulares de ejemplares de Taxus globosa S. crecidos en dos regiones del estado de Veracruz,
Mex. Para ello se establecieron cultivos de callos a partir de tres explantes: hojas, tallos y
meristemos, obtenidos de arboles jovenes localizados en zonas montafiosas del estado; la
finalidad es ampliar el banco de lineas celulares que se tiene de esta especie en el laboratorio
de Bioingenieria, asi como de conocer su respuesta biosintética en cultivo in vitro bajo
condiciones que permitan mayores rendimientos del bioactivo de interés. Se evaluo el
crecimiento de callos y la produccion de taxanos en cultivos en suspension utilizando medio

Gamborg B5 suplementado con sacarosa y reguladores de crecimiento.



Los resultados obtenidos del anélisis de taxanos revelo diferencias en la concentracion de
acuerdo al origen del explante. Siendo aquellos obtenidos de la zona del Alto Pixquiac,
Acajete, Ver., y explantes de hojas los que alcanzaron concentraciones de bacatina 111 (4.887
mg/L) y paclitaxel (13.121 mg/L) a los 6 y 27 dias de cultivo, respectivamente. Ademas, de
acuerdo al estudio de los reguladores de crecimiento, el tratamiento AP1 que contenia 2,4-D
(4.42 mg/L), GA3 (0.346 mg/L) y Kin (0.86 mg/L) fueron los que presentaron mayor

respuesta en cuanto al crecimiento celular y produccion de metabolitos secundarios.



ABSTRACT

Martinez Ancheyta, Manuel Adrian. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica.
Tecnoldgico Nacional de Mexico/lnstituto Tecnologico de Veracruz-Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos. November, 2020. Kinetic characterization of
cell lines of Taxus globosa S. Mexican yew for the production of paclitaxel and baccatin
I11. Supervisors: Aguilar-Uscanga, Maria Guadalupe.

The Mexican yew tree (Taxus globosa S.), has the ability to synthesize diterpenic alkaloids
known as taxoids, among which paclitaxel and its precursor baccatin Il stand out. The
interest in paclitaxel is due to its antineoplastic action in treatments of various types of cancer.
To obtain this diterpene alkaloid, methods that do not compromise the life of the trees of this
genus have been reported, such as: by chemical synthesis (approximately 30 reaction steps);
by semisynthesis starting from the natural precursors of paclitaxel (baccatin 11l and 10-
diacetyl-baccatin I111); from microorganisms associated with the tree (endophytic fungi); and
by in vitro culture of cells of Taxus species. This last method is the one that is applied
industrially for the production of paclitaxel, by the baccata and chinensis species. In Mexico,
there is the species Taxus globosa S., Mexican yew or romerillo, which in vivo stands out for
containing higher concentrations of paclitaxel compared to the baccata and chinensis species,
however, in vitro so far it has not managed to exceed these two species. Considering that the
concentration of taxanes varies according to the species or variety of yew, the present work
aimed at the isolation and characterization of new cell lines from Taxus globosa S. specimens
grown in two regions of the state of Veracruz, Mex. For this, callus cultures were established
from three explants: leaves, stems and meristems, obtained from young trees located in
mountainous areas of the state. Callus growth and taxane production were evaluated in
suspension cultures using Gamborg B5 medium supplemented with sucrose and growth
regulators. The results obtained from the taxane analysis revealed differences in
concentration according to the origin of the explant. Those obtained from the area of Alto
Pixquiac, Acajete, Ver., And leaf explants were those that reached concentrations of baccatin
111 (4.887 mg/ L) and paclitaxel (13.121 mg /L) at 6 and 27 days of culture, respectively. In
addition, according to the study of growth regulators, the AP1 treatment containing 2,4-D
(4.42mg /L), GA3 (0.346 mg / L) and Kin (0.86 mg / L) were the ones that presented the

highest response regarding cell growth and paclitaxel and baccatin 111 production.
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1. INTRODUCCION

Las plantas poseen la capacidad de producir diversos compuestos bioactivos como parte de
su metabolismo secundario, una gran variedad de estos tiene potencial en el area
farmacéutica. Entre las especies de plantas con esta particularidad se encuentran las del
género Taxus, las cuales tienen la capacidad de sintetizar alcaloides diterpénicos conocidos
como taxoides, entre los que destaca el paclitaxel un antitumoral utilizado en el tratamiento
de diversos tipos de canceres. Originalmente, este compuesto fue aislado de la corteza del
tejo del pacifico (Taxus brevifolia) mediante un proceso de extraccion que presenta
rendimientos de 0.01% (p/p), debido a esto deja de ser rentable, ademas, de los impactos

negativos al ambiente.

En México, se cuenta con la especie Taxus globosa S., tejo mexicano o romerillo, la cual
debido a su lento crecimiento y a la baja produccién de metabolitos in vitro ha ocasionado
limitaciones en cuanto a su estudio fisioldgico y a los cambios que experimentan en los
procesos de adaptacion. En el laboratorio de Bioingenieria de la Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos (UNIDA) del Tecnoldgico Nacional de México campus Veracruz
(ITVer) se cuenta con lineas celulares generadas sobre produccion de antitumorales por
cultivo in vitro de células vegetales con el objetivo de desarrollar un proceso biotecnolégico

que permita la produccion de paclitaxel.

El éxito del empleo del cultivo de tejidos vegetales in vitro, esta influenciado por la
composicion quimica del medio de cultivo y los factores ambientales. Los callos son
generados con ayuda de reguladores de crecimiento vegetal (auxinas, citocinas, giberelinas
y otros), que fomentan la elongacién y formacion de callos, ademas de favorecer la division
celular y la formacion de ramificaciones. Este proyecto contempla la obtencion y
caracterizacion de nuevas lineas celulares de T. globosa S., asi como el estudio del efecto de
la adicion de reguladores de crecimiento sobre la produccion de biomasa y la produccion de
paclitaxel y bacatina Ill; asi mismo, incluye la evaluacion de la estabilidad de las lineas
celulares. Con esto se busca mejorar sustancialmente las condiciones de cultivo y el
establecimiento de lineas celulares que permitan mayores rendimientos en los cultivos en

suspension para poder evaluar el uso de esta especie en posibles aplicaciones industriales.
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2.1 Céncer: un problema de salud publica en México y el mundo

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define al cancer como un “término genérico
que designa un amplio grupo de tumores malignos o neoplasias malignas”. Cada tipo de
cancer tiene su origen como una alteracion en una de las células la cual tiende a multiplicarse
dando lugar a una poblacion de células hijas que se reproducen de un modo desenfrenado
(OMS, 2018). La Sociedad Americana del Cancer (ACS, por sus siglas en inglés) comentan
que “Una caracteristica del cancer es el proceso de metastasis, el cual se refiere a la
proliferacion anormal de células que se extienden mas alla de sus limites normales y éstas

pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos” (ACS, 2016).

El cancer es considerado como la segunda causa de muerte a nivel mundial. La incidencia 'y
mortalidad se han ido incrementando en las Gltimas dos décadas; en el afio 2000 se estimo
10.1 millones de casos nuevos, de los cuales aproximadamente el 61% representan las
defunciones causadas por la enfermedad. Asi mismo, en afio 2007 las incidencias alcanzaron
la cifra de 11.3 millones, el 61% de éstos corresponden a las muertes. El Informe Mundial
sobre el Céancer publicado por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(IARC, 2014., por sus siglas en inglés); sefialé que en el 2012 hubo aproximadamente 14
millones de casos nuevos de los cuales 8.2 millones corresponden a defunciones; estas cifras
se ven incrementadas, puesto que en el afio 2015 las muertes alcanzaron 8.8 millones de
casos. Una estimacion mas reciente de la OMS, fue la emitida por la IARC en septiembre de
2018, el cual calcula que la carga mundial del cancer ha aumentado 18.1 millones de casos
nuevos de los cuales el 53% representa las defunciones, ademas, se prevé que las cifras
aumenten en las proximas décadas (OMS, 2014 y 2018; INEGI, 2017; IARC, 2018).

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) 2014., sefiala que, en la region de las
Américas, el cancer representa la segunda causa de muerte. En el 2012 se registraron 2.8
millones de nuevos casos y 1.3 millones de muertes; siendo los tipos mas frecuentes: los
canceres de pulmon, préstata y colorrectal en hombres; y los canceres de mama, pulmon y
colorrectal entre las mujeres. Aproximadamente un 47% de las muertes por cancer se

produjeron en América Latina y el Caribe. Se estima un incremento del 67% de nuevos casos
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de cancer entre los afios 2012-2030, y para este Gltimo se preve un aumento de 2.1 millones
de muertes. El cncer de pulmdn fue responsable de aproximadamente 260 mil muertes en el
2012, considerado asi el tipo de cancer que produce mayor numero de defunciones en la

region.

Cerca del 47% de los casos y del 55% de las muertes por cancer se producen en las regiones
menos desarrolladas del planeta. En México, el cancer ha sido considerado como un
problema de salud publica desde 1990; en el 2009, murieron 65 de cada 100 mil personas a
consecuencia de tumores malignos; tres afios mas tarde, en el 2012 se contaba con una
poblacion de aproximadamente 117 millones habitantes de los cuales el 49% representan a
hombres y el 51% a mujeres, en este afio se registraron alrededor de 148 mil casos nuevos de
cancer en la poblacién, de los cuales cerca del 53% representaron las defunciones causadas
por esta enfermedad (IARC, 2014).

Durante el 2010 del total de egresos hospitalarios por tumores, el 56% son debidos a tumores
malignos; los cuales en jovenes representa 71 de cada 100 y para la poblacion adulta, 53. Las
incidencias y la tasa de mortalidad engloban més de cien diferentes tipos de canceres que en
la mayoria de los casos se trata de padecimientos crénico-degenerativos; entre los tipos de
canceres mas frecuentes en hombres se destaca el de prostata, asi como en mujeres el cancer
de mama (IARC, 2014; INEGI, 2018).

2.1.1 Tratamientos.

Uno de los mayores problemas del cancer es su deteccidn ya que ésta es la clave para su
tratamiento. A menudo se detecta en sus fases posteriores cuando ya se ha afectado la funcion
de uno o mas sistemas vitales del organismo. Para poder diagnosticar cancer se realizan una
serie de valoraciones en donde los sintomas constituyen signos de evidencias de este

padecimiento (Martinez y Garcia, 2012).

El cancer toma su nombre segun el 6rgano en el que se genere, de aqui que puedan
denominarse: carcinoma, sarcoma y linfoma. Una revision fisica rutinaria ayuda en ciertos

tipos de cancer, esta practica puede proporcionar mayores oportunidades de tener otras

(3]
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opciones de tratamiento. Hay diversos tratamientos utilizados para el cancer con el objetivo
de mejorar la calidad de vida de los pacientes, incluso para aquellos que ya no tienen cura;
algunas personas recibirdn combinaciones de tratamientos los cuales dependen del tipo de

cancer y de lo avanzado se encuentre (Coleman, 2008; National Cancer Institute NCI, 2017).

Los principales tratamientos utilizados para este padecimiento son la cirugia, la
quimioterapia y la terapia de radiaciéon; los cuales buscan reducir o eliminar la masa tumoral.
Generalmente, se recurre a la cirugia como primera instancia para extirpar el cancer del
cuerpo, de la misma forma la terapia de radiacion se emplea para destruir células cancerosas
y reducir tumores. Después, se recurre a la quimioterapia para tratar cualquier célula que
pudiera haber producido una metéstasis, esta terapia incluye la combinacion de farmacos o
sustancias citotdxicas. Cabe sefialar que pueden realizarse combinaciones de terapias (en
caso de ser necesarias) para obtener mejores resultados (Coleman, 2008; National Cancer
Institute NCI, 2017).

Cuando las posibilidades de curar al paciente se agotan, en estos casos la meta del tratamiento
es reducir los sintomas que se presenten, mejorar su calidad de vida y prolongarla lo mas
posible, este tipo de tratamiento se le denomina cuidado paliativo. Ademas, los avances
cientificos y tecnoldgicos han permitido el desarrollo de nuevos tratamientos en la que los
farmacos o sustancias citotdxicas interfieren de manera especifica sobre un objetivo en
particular, causando asi la muerte de la célula neoplasica; estos tratamientos son conocidos
como terapia blanco, terapia dirigida o terapia inteligente (National Cancer Institute NCI,
2017).

De acuerdo a lo anterior, entre los farmacos utilizados en quimioterapias destacan los de
origen vegetal, debido a su mecanismo de accion lo cual generalmente los hace mas eficientes
para erradicar células cancerosas. Uno de estos compuestos es el paclitaxel el cual ha sido
utilizado para el tratamiento de céancer ovarico, cancer de mama, cancer de pulmoén y
carcinoma gastrico; este compuesto ha demostrado un mecanismo de accion Unico puesto
que esta basado en la desestabilizacion de los microtubulos del citoesqueleto, lo que tiene

como consecuencia la inhibicién de la mitosis y la consecuente muerte celular.

(4]
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2.2 Paclitaxel: origen, quimica, farmacologia y toxicologia

Los taxoides son alcaloides diterpénicos polioxigenados provenientes de la ruta metabdlica
del 2-metil-eritritol-4-fosfato cuya biosintesis tiene lugar en los plastidios. El paclitaxel
(Taxol®) fue aislado del arbol Taxus brevifolia en 1969, por Monroe E. Wall y Mansukh C.
Wani (1969) como parte de un programa exploratorio del Instituto Nacional del Céancer y
desencadeno una serie de eventos hasta su empleo en diversos tipos de cancer (Tabla 2.1).
Este producto al 2018, cuenta con aproximadamente 2,300 patentes que van desde el proceso
de obtencion de la materia prima hasta los métodos de tratamientos con paclitaxel (Wall y
Wani, 1996; Laza et al., 2003).

TABLA 2.1 Acontecimientos importantes del desarrollo del paclitaxel (Taxol®).

Evento Afo
Aislamiento de la taxanina (mezcla de alcaloides) de Taxus baccata. 1856
El paclitaxel es obtenido en su forma pura. 1969
Descubrimiento del mecanismo de accion. 1979
Semisintesis del taxol. 1988
Bristol-Myers Squibb recibe la transferencia de tecnologia. 1991
Sintesis total del Taxol (paclitaxel) por Holton y Nicolaou. 1994
En México, se generaron tres lineas celulares de Taxus globosa. 2006

Se logro detectar Paclitaxel y Bacatina I11 en una de las lineas celulares de T. 2012

globosa.

La prioridad es resolver el problema de la generacion de biomasa y disponibilidad de

producto.

Fuente: Propia a partir de Wall & Wani, 1996; Barrales & Ramirez, 2013.
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El paclitaxel (Fig. 2.1) es un compuesto de naturaleza isoprenoide de formula quimica
C47H5:NO14 posee un peso molecular de 853.90 g/mol y es insoluble en agua. Su estructura
quimica esta constituida por un esqueleto hidrocarbonado formado por tres ciclos de 6, 8 y 6
carbonos, respectivamente, polisustituidos con cuatro metilos y ocho funciones oxigenadas
(entre ellas, una B-fenilisoserina que esterifica la posicion C-13). La molécula del paclitaxel
posee un total de 11 estereocentros. Los taxoides constituyen un grupo de compuestos
diterpénicos caracterizados por la presencia de un esqueleto de taxano, el paclitaxel es uno
de los principales compuestos utilizado como un potente agente quimioterapéutico (Barrales
& Soto, 2011).
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FIGURA 2.1 Estructura quimica del paclitaxel (DrugBank, 2018).

Debido a su actividad bioldgica, el paclitaxel se clasifica dentro del grupo de los
denominados farmacos antimit6ticos. Se utiliza para el tratamiento de diversos tipos de
canceres entre los que destacan el sarcoma de Kaposi, el cancer de pulmén de células no
pequefias localmente avanzando o metastasico, el cancer de ovario y el cancer de mama
metastasico. Considerado como un agente antineoplasico indicado como tratamiento de
primera linea o tercera linea en tumores de células germinales, este agente antimicrotibulo
promueve el ensamblaje de microtibulos a partir de dimeros de tubulina (blogues de
construccién) y estabiliza los microtibulos al prevenir la despolimerizacion induciendo

posteriormente la muerte celular programada de las células cancerosas (Centro de
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Investigacion y Desarrollo de Medicamentos, 2012; Barrales-Curefio et al., 2016; DrugBank,
2018).

Para entender el efecto del paclitaxel es importante conocer cdmo se forma y se degrada el
huso mitotico, puesto que esta estructura es de importancia durante la proliferacion celular;
este taxano evita la formacion del huso provocando la generacion de un polimero demasiado
largo. El paclitaxel interfiere con la funcién normal del crecimiento de los microtibulos,
hiperestabiliza su estructura lo que impide la capacidad de la célula de utilizar el
citoesqueleto de manera flexible. Especificamente, este compuesto se une a la fraccion B de
tubulina en un sitio que queda expuesto en el lumen de los microtibulos; esta union los
estabiliza e impide su despolimerizacion. Este hecho interfiere en la division celular y

provoca asi la muerte de la célula (Mendoza, 2008; Lorenzo et al., 2009).

A pesar de su efectividad antitumoral y debido a su farmacocinética no lineal, el paclitaxel
puede presentar mayor toxicidad durante su utilizacion en tratamientos contra el cancer. Entre
los efectos por sobredosis incluyen la supresion de la médula ésea, neurotoxicidad periférica
de predominio sensitivo y mucositis. La toxicidad hematoldgica es limitante de la dosis
utilizada; se tienen registros de que cerca del 50% de los casos aparecen alopecia moderada-
intensa, de igual manera, se pueden presentar reacciones de hipersensibilidad aguda
secundarias causadas por el anillo taxano. Otros posibles efectos toxicos son alteraciones
dérmicas y ungueales, asi como arritmias cardiacas y el aumento de la retencién de liquidos
corporales, estos efectos se encuentran relacionados directamente con la dosis suministrada
(Lorenzo et al., 2009; DrugBank, 2018).

El paclitaxel se administra por via intravenosa, para el tratamiento del cancer de ovario, de
mama, de pulmon microcitico y no microcitico, tumores de cabeza y cuello, el cancer de
préstata resistente a la terapia hormonal, el cancer gastrico, entre otros tumores malignos. Su
metabolismo es hepatico, con excrecion biliar; en pacientes tratados con dosis de 135y 175
mg/m? dadas en infusiones de 3 a 24 horas el promedio de la vida media terminal ha variado
de 3.0 a52.7 horas y la eliminacion total del cuerpo ha variado de 11.6 a 24.0 I/h/m? lo cual
indica una distribucidn extravascular extensa y/o union a los tejidos. Después de 3 horas de

infusion de 175 mg/m? el promedio de la vida media terminal se calculd en 9.9 horas. La

(7]
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media de la eliminacion total del cuerpo fue de 12.4 I/h/m?. (Secretaria de Salud, 2005;
DrugBank, 2018).

En México se prescribe el paclitaxel en quimioterapias contra el cancer de mama, ovario,
pulmon, vejiga, entre otros. Tan sélo en el afio 2012 en demanda nacional se requirio de
aproximadamente 52 Kg de paclitaxel. Debido que no existe una empresa productora de
paclitaxel en México, su costo fluctia segun la cotizacion de la moneda extrajera (Zavala,
2015).

2.2.1 Biosintesis de paclitaxel

El paclitaxel fue identificado a principios de 1970 a partir de un extracto crudo de Taxus
brevifolia (tejo del pacifico). Aunque la biosintesis del paclitaxel no se conoce
completamente, se sabe que derivan de un precursor estructural comun de cinco a&tomos de
carbono conocido como isopentenil difosfato (IPP) y también del difosfato geranilgeranil
(GGPP), se considera que la ruta hacia el paclitaxel implica alrededor de 19 pasos
enzimaticos del metabolismo primario de la planta (Tabla 2.2). La descripcion general de la
ruta biosintética del paclitaxel parte de la via MEP la cual corresponde a la via plastidial de
piruvato y gliceraldehido 3-fosfato (via metileritritol fosfato) para el suministro de precursor
C5 (IPP y DMAPP) (Jennewein et al., 2004; Croteau et al., 2006).

La biosintesis de Taxol (Fig. 2.2) se puede dividir conceptualmente en varios procesos
discretos, siendo el primero la construccion del esqueleto de taxano que es seguido por la
adicion de ocho grupos funcionales de oxigeno al nacleo. EI primer paso implica la ciclacién
de GGPP a taxadieno por la taxadieno sintasa plastidial. Esta estructura del ndcleo de taxano
es luego funcionalizada por ocho oxigenasas del citocromo P450 y con dos grupos acetato y
un grupo benzoato por transferasas dependientes de acil y aroil CoA (Jennewein et al., 2004;
Ramirez-Estrada 2015).

El segundo precursor se forma a partir de la fusion de tres moléculas de IPP mas su isomero
el dimetilalil difosfato (DMAPP) mediante la accion de la enzima geranilgeranil difosfato

sintasa. El GGPP sirve como sustrato de la enzima taxadieno sintasa para formar taxa-4(5),

(8]
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11(12)-dieno, la primera molécula de la sintesis de taxol. El segundo paso especifico en la
biosintesis del taxol es la hidroxilacion, dependiente del citocromo p450 (cytP450), en la
posicion C5 del anillo del taxano, reaccion catalizada por la enzima taxadierno Sa-hidroxilasa
(H5a), que continua con una reestructuracion alilica del doble enlace 4(5) a la posicion 4(20),
para dar el taxa 4(5), 11(12)-dieno-5a-ol (Eisenreich et al., 1996; Croteau et al., 2006;
Benitez, 2009).
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FIGURA 2.2 Ruta metabdlica para la biosintesis de taxol (Jennewein et al., 2004).
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TABLA 2.2 Listado de enzimas implicadas en la biosintesis de paclitaxel.

Enzima

Abreviatura

Referencia

Geranilgeranil difosfato sintasa
Taxadieno sintasa
Taxadieno-5a-hidroxilasa
Taxadieno-13a-hidroxilasa
Taxadieno-5a-0l-O-acetil-
transferasa
Taxano-10pB-hidroxilasa
Taxano-14p-hidroxilasa
Taxano-2a-hidroxilasa
Taxano-7a-hidroxilasa
Taxano-1p-hidroxilasa

C4p, C20-epoxidasa

Oxomutasa

Taxano-2a-0.benzoil transferasa
Taxano-10p-O-acetil transferasa /
10-deacetilbacatina 111-10-O-
acetiltransferasa
Taxano-9a-hidroxilasa
Fenilalanina aminomutasa
B-fenilalanina-CoA ligasa

Bacatina  Ill:  3-amino, 13-
fenilpropanoiltransferasa
Taxano-2’a-hidroxilasa

N-benzoyl transferasa

GGPPS
TS
T500H
T13aOH
TAT

T10pOH
T14pOH
T2aOH
T7BOH
T1BOH
Nr
Nr
BT
DBAT

T9aOH
PAM
Nr
BAPT

Nr
DBTNBT

(Hefner et al., 1998)
(Koepp et al., 1995)
(Hefner et al., 1996)
(Jennewein et al.,2001)
(Walker et al., 2000)

(Schoendorf et al., 2001)
(Jennewein et al.,2001)
(Chau and Croteau, 2004)
(Chau et al., 2004)

No se ha caracterizado
No se ha caracterizado
No se ha caracterizado
(Walker y Croteau, 2000b)
(Walker y Croteau, 2000a)

No se ha caracterizado
(Walker et al., 2004)
No se ha caracterizado
(Walker et al., 2002a)

No se ha caracterizado
(Walker et al., 2002b)

Fuente: Benitez, 2009. Nr= no reportado.

La Tabla 2.2 presenta un listado de enzimas que han sido propuestas las cuales se cree que

participan en la biosintesis de paclitaxel y otros taxanos, sin embargo, ain no ha sido definida

completamente.
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En este punto de la biosintesis, hay una bifurcacion y el sustrato puede ser modificado por
una transferasa o una hidroxilasa. Taxadieno- Sa-ol-O-acetil transferasa (TAT) acila al
taxdien-5a-ol en la posicion C5 para formar taxadien-5a-il-acetato. Por otro lado, la
taxadieno-13a-hidroxilasa (T13aOH), hidroxila el taxadien-50-o0l en el C13 y, menos
eficientemente, el taxadien-5a-il-acetato. El taxadien-5a-il-acetato puede ser facilmente
hidroxilado en el C10 por una monooxigenasa CytP450, la taxano-10B-hidroxilasa
(T10BOH), pero debido a su naturaleza menos especifica TIOBOH también puede modificar
otros taxanos. La taxano-14p-hidroxilasa (T14BOH) es responsable de la formacion de
taxadien-5a-acetoxi-10p-14p-diol a partir de taxadien-5a-acetoxi-10p-diol. T14BOH no estra
involucrada en la produccion de paclitaxel, ya que este compuesto no presenta hidroxilacion
en la posicion C14, pero es responsable de una ramificacion de la via metabdlica de taxanos
(Walker & Croteau, 2000a; 2000b; Benitez, 2009).

Un paso clave en la biosintesis del paclitaxel es la esterificacion del grupo hidroxilo de C13
de la bacatina III con la cadena lateral B-fenilalanina CoA. Esta cadena se obtiene a partir del
aminoacido a-fenilalanina por la accion de la fenilalanina aminomutasa (PAM). La enzima
que cataliza la conjugacion de la cadena lateral de B-fenilalanina-CoA a la bacatina I11 es la
C13-fenilpropanoil-CoA transferasa (BAPT), produciendo el compuesto 3’-N-debenzoil-
2’deoxipaclitaxel (Walker et al., 2002; Benitez, 2009; Ramirez-Estrada, 2015).

Aunque BAPT puede unir B-fenilalanina y -fenilisoserina, se cree que una 2’a-hidroxilasa
no caracterizada hasta el momento podria actuar en este paso. La hidroxilasa propuesta
deberia pertenecer al grupo de los CytP450 y compartir otras caracteristicas comunes con el
resto de hidrolasas de taxanos. Estudios previos de Long y Croteau (2005) y long et al.,
(2008) indican que una N-benzoil transferasa (DBTNBT) seria responsable de la Gltima etapa

en la formacion del paclitaxel (Ramirez-Estrada, 2015).

El conocimiento de la via biosintética, las enzimas responsables y los agentes subyacentes
pueden proporcionar la base para una mejor produccion del farmaco, en arboles de tejo o,
mas probablemente, en cultivos celulares derivados de ellos. Este Gltimo se ha vuelto un
sistema modelo para los estudios de biosintesis del paclitaxel, debido a la facilidad de
manipulacion y porque la produccién de este taxano es inducible con jasmonato de metilo

(Jennewein et al., 2004).
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2.2.2 Analisis comparativo de procesos de produccién de paclitaxel y bacatina
i

Los primeros trabajos en donde se involucra el arbol del tejo (género Taxus), fueron descritos
por Wall y Wani (1969), como parte de un programa exploratorio del Instituto Nacional del
Céncer. A partir de este descubrimiento, el paclitaxel (taxano utilizado para el tratamiento
del cancer) presente en estos arboles empezdé a ser utilizado como droga anticancerigena, sin
embargo, debido al lento crecimiento de estas especies surgieron problemas de

abastecimiento.

El paclitaxel fue aislado originalmente de la corteza interna del tejo del pacifico (Taxus
brevifolia), en este proceso de extraccion (Tabla 2.3) se requiere de aproximadamente 1000
arboles para obtener 1 kg del compuesto con rendimientos de 0.01% p/p; no resultd viable
tanto por aspectos ambientales como por aspectos econdmicos, promoviendo la busqueda de

métodos alternos para la obtencidn de este compuesto (Kieran et al., 1997).

TABLA 2.3 Métodos de obtencidn de paclitaxel.
Referencia Método Materia primay precursores

Witherup et al., 1990  Extraccion quimica T. brevifolia, T. canadensis, T. baccata,
T. cuspidata, T. media var. Densiformis,
T. media var. Hicksii.
Nicolaou et al., 1994 Sintesis quimica Anillo taxano
Van Rozendaal,

Lelyveld, & Van Beek, Extraccion quimica Agujas de especies Taxaceae
2000
Engels, Dahm, & Biosintesis: Saccharomyces cerevisiae
Jennewein, 2008 ingenieria
metabdlica
Osunaet al., 2015 Cultivo de tejidos Taxus globosa

Fuente: Propia.
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Entre los métodos de obtencidn de paclitaxel sin comprometer la vida del arbol del tejo se

encuentra la sintesis quimica, proceso de produccién a partir de extractos de especies de

Taxus, esta metodologia comprende de aproximadamente 30 pasos de reaccion siendo

costosa y presentando bajos rendimientos; se tiene también, el proceso de semisintesis

partiendo de los precursores naturales del paclitaxel (bacatina I11'y 10-diacetil-bacatina I11).

Otra fuente de produccion es a partir de microorganismos asociados al arbol de Taxus spp.,

generalmente, hongos endofitos; los cuales se han reportado que estando asociados a los

arboles Taxus son capaces de producir taxanos (Tabla 2.4). Sin embargo, las concentraciones

de paclitaxel producidas son por los menos dos érdenes de magnitud inferiores a los

obtenidos por el cultivo de células vegetales.

TABLA 2.4 Microorganismos productores de paclitaxel.

Fuente Microorganismo Paclitaxel (ng/mL)
Hongos

T. baccata Fusarium lateritium 0.13

T. chinensis Fusarium solani 67.9-163

T. cuspidata Nodulisporium sylviforme 468.6

T. cuspidata Phomopsis sp. 418

T. media Cladosporium cladosporioides 800
Bacterias

T. baccata Bacillus subtilis 1-25

T. brevifolia Curtobacterium sp. 1-25

T. canadensis Bacillus cereus sp. 0.2-10

T. cuspidata Pantoea sp. 1-25

T. hunnewelliana Pantoea sp. 1-25

Fuente: adaptacion a partir de Flores-Bustamante, 2010.
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Asi mismo, la produccion de paclitaxel a partir de cultivos in vitro de callos y células en
suspension, resultando ser una de las alternativas que tiene como finalidad terminar con la
dependencia directa del arbol (Nicolaou et al., 1994; Kieran et al., 1997; Barrales-Curefio et
al., 2016).

2.3 El género Taxus

El tejo (Taxus spp.) es un gimnosperma dicotiledonea, perteneciente al orden de los Taxales
y a la familia Taxaceae. Este género agrupa entre siete y doce especies de plantas lefiosas
distribuidas alrededor del mundo (Tabla 2.5) siendo esta la principal caracteristica distintiva

de su clasificacion.

En estos arboles, el tronco es grueso de aproximadamente 4 m y de corteza color pardo-
grisaceo, rojizo en el interior, que con la edad se desprende en laminas alargadas. Estos
ejemplares presentan una altura promedio de 10 m con didmetro de copa de 15 m. La copa
puede ser muy ancha y conica, con ramas numeros, largas y flexibles (Lopez-Herrera, 2008;
Barrales-Curefio & Soto-Hernandez, 2012; Area de Informacion y Documentacion
Ambiental, 2015).

TABLA 2.5 Distribucion geografica de Taxus.

Especie Distribucion geografica
Taxus baccata Centro Europa, Norte y Oeste de Asia.
Taxus brevifolia Oeste de los Estados Unidos de América
Taxus canadensis Oeste de Canada
Taxus chinensis Este de China
Taxus floridana Este de los Estados Unidos de América
Taxus globosa Norte de Mexico y Honduras
Taxus cuspidata Japdn, Corea y Manchuria
Taxus wallichiana Himalaya

Fuente: Propia a partir de Zavala-Chavez et al., 2001.
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La nomenclatura del género Taxus se basa principalmente en el area geografica por el cual
se encuentran distribuidas, sin embargo, han surgido inconvenientes con la ubicacion
taxonomica, puesto que en el indice Internacional de Nombres de Plantas (IPNI, 2015) se
han reconocido alrededor de 55 especies en este género. Cabe sefialar que, el uso de
caracteristicas fitoquimicas podria ayudar en el esclarecimiento taxondmico de estas especies
(Zavala-Chéavez et al., 2001).

“Este arbol, tiene estrobilos masculinos axilares en la parte inferior de sus ramas, solitarios
y rara vez en forma de espigas compactas de 2-4, con peddnculo corto, 4-5 bracteas
membranosas en la base del estrébilo, imbricadas, amarillentas. No tiene estrébilos
femeninos; solo 6vulos solitarios, sensibles, ubicados en las axilas de las hojas, dispuestos
en la parte posterior de las ramas, rodeados por varias bracteas membranosas verdes, con el

margen escarioso” (Fig. 2.3) (Lopez-Herrera, 2008).

FIGURA 2.3 Caracteristicas morfoldgicas del género Taxus. A) Rama con agujas,
Ilamadas estribos (hojas); B) Rama femenina con semillas caracteristicas de color rojo; C)
Estrobilos; D) Semillas cubiertas del arilo carnoso de color rojo (Lopez-Herrera, 2008).
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“Su floracion se da entre finales las estaciones de invierno y principios de la primavera,
generalmente de marzo a abril. Las semillas del ala son ovoides u oval-ovoides de 5a 7 mm
de largo por 4 mm de ancho, color café y con el pice apiculado, generalmente cubiertas por
un tejido carnoso de color rojo, llamado arilo que, a excepcion del tallo, hoja 'y corteza, no es

toxica” (Lopez-Herrera, 2008).

2.3.1 Taxus globosa S. o tejo mexicano

Taxus globosa Schitdl., cominmente llamado tejo mexicano, romerillo o granadillo, es la
Unica especie del género Taxus que se encuentra en México, considerada como una especie
rara para su proteccion por lo restringido de su distribucion natural. Se le puede encontrar
desde la parte central de Nuevo Leon, pasando por la cuenca del Golfo de México y el Eje
Neovolcanico Transversal, y esporadicamente tan al sur como Guatemala, Honduras y El
Salvador (Fig. 2.4) (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales SEMARNAT,
2002; Shemluck et al., 2003; Fernandez et al., 2004; Ramirez-Sanchez et al., 2011).
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FIGURA 2.4 Distribucién geografica pot'é‘r‘\'cial del Taxus globdls'é S. en regiones
montafiosas de México (Contreras-Medina et al., 2010).
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T. globosa S., es un arbol perennifolio, con altura de 6 a 18 m y entre 30 y 50 cm de diametro,
debido a esto es catalogado como el mas pequefio en su género; presenta corteza escamosa,
es muy ramificado, con ramas colgantes y formando una copa redondeada o extendida. Las
hojas se distribuyen en espiral y cuando maduran se disponen aplanadas, lineares a linear-
lanceoladas, ligeramente delgadas de 2 a 3.5 cm de largo por 2 a 2.5 mm de ancho, con el
extremo terminal agudo y la base angostada en un peciolo corto. Sus semillas maduras son
ovoides, con testa dura de 6 a 7 mm de ancho, cubiertas parcialmente por una estructura
carnosa de color rojo en forma de baya, embridn con dos cotiledones (Fig. 2.5). La especie
se reproduce generalmente a través de la semilla, sin embargo, se han encontrado casos en
los que su regeneracion ocurre a través de rebrotes a partir de la base del tallo (Lopez-Herrera,
2008; Contreras-Medina et al., 2010; Sanchez, 2012).

r

.

d ;;.._‘
Bopd |

FIGURA 2.5 Taxus globosa S. 1. Distribucion de hojas, 2. Ramificaciones del arbol, 3.
Brote de fruto con arilo rojizo.
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En México, T. globosa S. tiene varios usos reportados que van desde ornamental hasta su
aprovechamiento para la producciéon de carbon. Aunque su principal aprovechamiento
tendria que ser la extraccion de taxol (paclitaxel), el cual es un farmaco utilizado para el

tratamiento de cancer ovarico (Shemluck et al., 2003).

En México, hasta ahora, los estudios cientificos y de ingenieria sobre cultivos de células de
T. globosa son limitados. Por otra parte, cabe sefialar que esta planta en México fue incluida
en el listado de especies raras, amenazadas, en peligro de extincion motivo por el cual se
encuentra protegida, esta incluida en la Norma Ecoldgica 059 (NOM-ECOL-059-1994)
(SEMARNAT, 2002).

El cultivo de tejidos vegetales de Taxus, representa una alternativa sostenible ante los
métodos tradicionales o rutas de sintesis quimica. Este tipo de cultivo se refiere a una serie
de técnicas por las cuales un explante (parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto,
tejido u 6rgano) se cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica definida y
bajo condiciones controladas con el objetivo de hacer crecer células capaces de sintetizar
Paclitaxel (Calva & Pérez, 2005).

Dentro de los estudios sobre la produccion de paclitaxel en diferentes especies del género
Taxus se encuentra el de Wickremesinhe y Arteca, (1994) quienes estudiaron el efecto de las
diferentes concentraciones y combinaciones de azUcares: sacarosa, glucosa y fructosa, sobre
la produccion de paclitaxel en Taxus media; con volimenes de trabajo de 100 mL en
condiciones de obscuridad a 25°C y 145 rpm de agitacion, concluyeron que la concentracién
de in6culo 6ptima oscila entre 80 y 100 g/L y que toda la glucosa empleada en los

experimentos fue consumida durante la segunda semana de cultivo.

Fett-Neto et al., (1994) realizaron estudios con la especie Taxus cuspidata con voliumenes de
trabajo de 50 mL en condiciones de obscuridad a 22°C y 110 rpm, alcanzando
concentraciones de paclitaxel de 0.006 mg/g (BH) a los 38 dias de cultivo, tendiendo como
concentracion de indculo de 160 g/L (BH) concluyeron que la acumulacion de paclitaxel en
las células no estaba vinculada al crecimiento, por el contrario, ésta disminuia a medida que

aumentaba la biomasa celular.
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Uno de los aspectos que se considera crucial en el establecimiento de cultivos celulares de
especies vegetales es el tipo de reactor que se empleay las condiciones de cultivo. Srinivasan
et al., (1995) evaluaron tres configuraciones de reactores: matraces Erlenmeyer (250 mL) a
120 rpm, biorreactor mezclado neumaticamente (PMB) y biorreactor de tanque agitado
(STB) a 100 rpm y 280 mL/min de aireacion al sistema, sus experimentos fueron realizados
con lineas celulares de la especie Taxus baccata a 25° en condiciones de obscuridad. Se
concluyé que los rendimientos de produccion de taxol varia de acuerdo al tipo de sistema
empleado, donde las concentraciones maximas de paclitaxel para cada sistema fue 0.1 mg/L
en el STB, 1.5 mg/L en el PMB y 0.3 en matraces Erlenmeyer. Se cree que el mejor
rendimiento de reactor de agitaciébn neumatica (PMB) podria ser el resultado de la
transferencia adecuada de oxigeno en el medio y a la baja cizalla mecénica.

Por otro lado, la concentracion del indculo puede afectar los rendimientos de los sistemas
establecidos para la produccion de paclitaxel. Wang et al., (1997) evaluaron diferentes
tamafios de inoculos de Taxus chinnensis en sus sistemas los cuales se llevaron a cabo en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de trabajo de 50 mL, sometidos a 100 rpm
de agitacion a 25°C. Se observo que el aumento en el tamafio de indculo acort6
considerablemente el periodo de cultivo; sin embargo, la acumulacion de paclitaxel fue
relativamente mayor con tamafios de indculos bajos de 1.5y 2 g/L en peso seco. Se requieren

estudios sobre el efecto de tamafo de indculo en la excrecién de metabolitos celulares.

La adicion de elicitadores en los sistemas de cultivos de células vegetales promueven la
excrecion de paclitaxel en las lineas celulares que han sido estudiadas, Cusido et al., (2002)
estudiaron el efecto de elicitadores en lineas celulares de Taxus media en matraces
Erlenmeyer de 175 mL y reactores de 5 L manteniendo una agitacién de 100 rpmy en el caso
de los reactores una aireacion de 0.8 L/min a 25°C. Empleando como elicitador jasmonato
de metilo 220 pg/g BH, mevalonato 0.38 mM, 0.2 mM N-benzoilalanina, 5ug/g BH &cido
araquionico como uno de los tratamientos, y combinaciones de mevalonato y N-benzil,
reportanron que existia una mayor acumulacion de paclitaxel (0.84 mg/g BH a los 20 dias de
cultivo) en los sistemas que fueron elicitados con jasmonato de metilo, mevalonato y N-

benzoilalanina.
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Zhang et al., (2002) realizaron estudios con lineas celulares de Taxus yunnanensis; el proceso
consistié en dos etapas, una de crecimiento celular y una segunda etapa de produccion de
metabolitos alcanzando concentraciones de 1.4 mg/L. Probaron diferentes edades de in6culo
(12-24 d) con diferentes tamarios de indculo (50-250 m/L BH), elicitados al septimo dia con
plata, quitosano y jasmonato de metilo. Los resultados revelaron que la productividad de
biomasa se incremeto6 con el tamarfio de indculo, pero disminuy6 con la edad del mayor a 16
d.

Por otro lado, se han reportado estudios vinculados a la especie mexicana T. globosa; algunos
de estos con resultados prometedores, puesto que se han encontrado en muestras analizadas
una concentracién de paclitaxel mayor comparados con otras especies (Tabla 2.6) (Shemluck
et al., 2003).

TABLA 2.6 Concentracion de taxanos en especies de Taxus (base seca).

Especies de Taxus Paclitaxel (% p/p) Bacatina Il (% p/p)
T. globosa 0.0121 0.0129
T. baccata 0.0088 0.0285
T. brevifolia 0.0081 0.0466
T. cuspidata 0.0077 0.0322
T. media 0.0056 0.0243
T. floridana 0.0060 0.0012

Fuente: Wheeler et al., 1992; Shemluck et al., 2003.

Entre los trabajos relacionados con la especie T. globosa localizados se encuentra una tesis
Doctoral en Biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana en la cual reportan
obtener una productividad de 130.347 pg/L dia! en la produccion de paclitaxel mediante
cultivos en suspension de células inmovilizadas (Tapia, 2014). De igual manera, se reporta
el aislamiento y elucidacion estructural de un taxano y otros constituyentes de la corteza de
T. globosa, esto en una tesis de Licenciatura en Biologia de la Universidad Nacional

Autonoma de México (Guerrero, 1997).
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En el 2006, Velasquez realizé estudios basicos sobre la produccidn de paclitaxel y bacatina
Il a partir de lineas celulares de T. globosa. Estas lineas fueron generadas dentro del
Programa de investigacion (multidisciplinario e interinstitucional) de investigacion sobre
produccidén de antitumorales por cultivo de células vegetales. Este programa ha dado origen
a un banco de lineas celulares actualmente en el laboratorio de Bioingenieria del Tecnoldgico
Nacional de México campus Veracruz. En el primer estudio de este programa (Barradas-
Dermitz et al., 2010), se reportd mayor produccion de bacatina Il en la linea proveniente de

entrenudo, ademas, lograron cuantificar paclitaxel.

Las contribuciones cientificas e ingenieriles permitieron en el 2012, el disefio de una planta
piloto para estudios en la produccion de taxoides en cultivos in vitro de T. globosa S., como
parte de un proyecto de investigacion de la licenciatura en 1BQ del ITVer (Zavala-Ortiz,
2012).

El escalamiento de un proceso, es la etapa crucial para determinar si dicho proceso es
técnicamente factible presentando altos rendimientos en produccion. Para el cultivo de
células vegetales en biorreactores se tienen tres grupos dependiendo del tipo de cultivo, estos
pueden ser: células en suspension, células inmovilizadas y reactores de biopelicula. Son
diversos los factores que afectan estos procesos, desde el tipo de reactor utilizado, el medio
de cultivo empleado (el cual varia de acuerdo a la linea celular), las condiciones del cultivo,
el comportamiento de las células al formar agregados y la transferencia de oxigen durante su

cultivo.

La capacidad de las células al formar agregados durante el cultivo celular ha provocado
algunas dificultades en cuanto al rendimento de produccion de los compuestos de interés,
debido a la deficiencia que presentan ante la asimilacion de nutientes y oxigenos durante su
cultivo. Este hecho promueve el estudio del tamafio de indculos utilizados en los cultivos en
suspension y de los periodos de crecimiento al que se encuentran sometidos. Un caso
particular es el estudio de produccion de surfactina, en donde establecieron inoculos:
primario y secundario, cada uno a tamarfio y edades distintos. Los resultados sugieren que la
interacciéon entre la edad del inéculo se puede usar como parametro para mejorar el

rendimiento y la economia del proceso (Ramkrishna & Swaminathan, 2004).
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Los microorganismos son capaces de producir diversos metabolitos, en donde se ha
demostrado que la productividad depende de la edad del in6culo y que el tamafio de indculo

tiene efecto en los rendimientos de cada experimiento.

De los primeros estudios encontrados con respecto al tamafio y edad del in6culo en Taxus,
fue el realizado por Wang, Zhong, & Yu, (1997), con T. chinensis . Este grupo de
investigadores utilizaron tamafos de inoculo de 1.5-6.0 g peso seco/L afectando el
crecimiento celular y a la acumulacion de paclitaxel intracelular y extracelular. La
concentracion de paclitaxel extracelular fue relativamente mas alta a tamafios de indculo
bajos 1.2y 2 g DWIL.

Otro estudio fue el de Zhang, Wu, & He, (2002), con cultivos en suspension de T.
yunnanensis en el cual concluyeron que la productividad de la biomasa en el periodo de
produccion se vi6 incrementada con el tamafio de in6culo, pero disminuy6 con la edad del
mismo; el rendimiento volumétrico y la productividad de paclitaxel reportado tambien
aumentaron con el tamafio de in6culo, mientras que el rendimiento especifico de este taxano

dependié principalmente de la edad del in6culo.

Alvarado-Lopez, (2014), dentro de los primeros estudios de produccion de paclitaxel y
bacatina Il con lineas celulares de Taxus globosa, evalu6é tamafios de indculos y concluyé
que la produccidn de paclitaxel bacatina 111 estd directamenta relacionada con el tamafio de
indculo y a edades tempranas (6 d) se obtuvieron los picos de produccion mas altos, esto
podria deberse al estrés producido por el subcultivo al inicio de la cinética, que activa de
algun modo su produccion. Estos estudios revelan que la concentracion de taxoides varia de
acuerdo a la especie o variedad del cultivo del tejo probado, se ha demostrado que el

contenido de paclitaxel disminuye cuando el tamafio de los agregados celulares aumenta.

2.4 Cultivo de células vegetales in vitro

Durante mucho tiempo las plantas han sido utilizadas como materia prima para la extraccion
de un sin fin de compuestos, los cuales en su mayoria han sido aprovechados como
medicamentos, antibacteriales, colorantes, saborizantes, fragancias, entre otros usos (Tabla

2.7). La obtencidn de algunos de estos compuestos se ha logrado realizar a traves de sintesis
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quimica; sin embargo, este proceso presenta varias desventajas, una de ellas es la complejidad
y el nimero de etapas involucrados en este proceso, ademas, la poca concentracion que
presentan algunos metabolitos en las plantas sugiere una alternativa que promuevan su

produccién a escala industrial (Raskin et al., 2002).

TABLA 2.7 Metabolitos secundarios de importancia farmacéutica extraidas de especies
vegetales.

Metabolito Uso Especie de planta Costo (US/kQ)
Ajmalicina Antihipertensivo Catharanthus roseus 37,000
Artemisina Antimalaria Artemisia annua 400
Berberine Dolencia intestinal  Coptis japonica 3,250
Camptotecina Antineopléasico Camptotheca acuminata 432,000
Capsaicina Contrairritante Capsicum frutescens 750
Colchicina Antitumoral Colchium autumnale 35,000
Digoxina Cardiotonico Digitalis lanata 3,000
Ellipticina Antitumoral Orchrosia elliptica 240,000
Morfina Sedativo Papaver somniferum 340,000
Shikonina Antibacterial Lithospermum erythrorhizon 4,500
Paclitaxel (taxol)  Anticancerigeno Taxus brevifolia 600,000
Vincristina Antileucémico Catharanthus roseus 1,000,000
Vinblastina Antileucémico Catharanthus roseus 2,000,000

Fuente: propia a partir de Ramachandra & Ravishankar, 2002.

El cultivo in vitro de células vegetales representa una de las alternativas para la obtencion de
metabolitos, esto es, porque tiene algunas ventajas sobre los cultivos tradicionales,
especialmente en algunas especies de plantas como las del género Taxus, que son silvestres
y requieren largos periodos de cultivo. Ademas, se tienen mejores condiciones de cultivo, lo
gue promueve una mayor calidad y un mejor rendimiento en los mismos. Sin embargo, para

llevar este procedimiento a escala industrial falta resolver varios problemas como el
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crecimiento lento, la inestabilidad genética y baja productividad de los compuestos de interées
(Sajc, Grubisic, & Vunjak-Novakovic, 2000).

El crecimiento y desarrollo celular en los vegetales se ven influenciados por factores como
las hormonas, la luz, la temperatura, la gravedad, la depredacién por insectos, las
enfermedades, e inclusive la interaccion entre las mismas células. Los procesos de division
y elongacion celular presentan totipotencia, es decir, poseen la capacidad de generar un
individuo completamente identico a la célula madre; estas células hijas poseen la misma
informacidn genética y las mismas funciones al de la célula original. Sin embargo, algunas
especies de plantas tienen un lento crecimiento debido a su estado fisioldgico, el cual se ve
afectado por los cambios ambientales (Universidad Nacional Auténoma de México UNAM,
2005; Universidad Nacional del Nordeste UNNE, 2014).

Existen tres formas de cultivar tejidos vegetales in vitro: en suspension, de células
inmovilizadas y de érganos. Esto depende del tipo de biorreactor que se utilice y de la especie

a la cual se encuentra sometido el estudio.

Los cultivos de tejidos vegetales son propensos a alteraciones genéticas debido al estrés
inducido por las condiciones de cultivo in vitro y el modo de regeneracion, “esta variabilidad
genética ha estado asociada con el genotipo, el tipo de explante, la composicién del medio
de cultivo, la forma de regeneracion, entre otros factores”. De acuerdo a Jadan et al., (2017).,
existe la posibilidad de que en la especie Taxus globosa S., posea una tasa de mutacion alta.
Debido a esto, se requiere como analisis complementario el estudio de la estabilidad genética
a fin de conocer su comportamiento, luego de haber sido sometido a condiciones especificas
para promover su crecimiento (Gonzalez et al., 2007; Yin, et al., 2013 citado en Jadan et al.,
2017).

2.4.1 Cultivo de lineas celulares en suspension

El cultivo de células o tejidos suspension consiste en la agregacion de células en un medio
liquido, donde éstas son distribuidas homogéneamente en el medio de cultivo, facilitando la
transferencia de nutrientes y oxigeno en las células. Este tipo de cultivo permite el control
relativamente sencillo de variables como temperatura, pH y oxigeno disuelto; sin embargo,
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pueden verse modificadas algunas caracteristicas de las células presentes en las plantas como
su diferenciacion y la comunicacion intercelular, lo que implica en muchos casos la
disminucion en la produccion de metabolitos secundarios (Schlatmann, Hoopen, & Heijnen,
1996; Hellwig et al., 2004).

La fase en la cinética de crecimiento celular que mas se aproxima a las condiciones naturales
durante el cultivo en suspension de células vegetales es la fase estacionaria, en la cual se ha
reportado un cierto grado de diferenciacidn, observandose que la acumulacion de metabolitos
secundarios se presenta principalmente durante este periodo; sin embargo, existen casos en
los que metabolitos asociados al crecimiento, presentan acumulacion proporcional a la
produccion de biomasa observados durante la fase exponencial en ciertas lineas celulares,
tales son los casos de la produccidn de betalainas, carotenoides y azadiractina (Bourgaud et
al., 2001; Sricastava & Praskash, 2006; Arias et al., 2009).

“En la actualidad, se conocen pocos procesos industriales para la produccion de metabolitos
secundarios utilizando esta estrategia de cultivo; algunos de los procesos exitosos han sido
la obtencion de shikonina por suspensiones celulares de Lithospermum erythrorhizon y
berberina a partir de suspensiones de Coptis japonica por la empresa japonesa Mitsui
Petrochemical Industries Ltd., la obtencion de extractos de la planta Panax ginseng en
reactores de hasta 25000 litros por la empresa japonesa Nitto Denko Corporation y finalmente
la obtencion de paclitaxel, una droga anticancerigena obtenida de suspensiones celulares de
especies del género Taxus por la empresa Alemana Phyton hasta volimenes de 75000 litros”
(Arias et al., 2009).
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Variables de entrada

*  Lineas celulares

*  Tamaho de miculo

*  Meadio de cultivo

* Precursores y chicitadores

-

Vanables de salida
*  Produccion de
biomasa
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FIGURA 2.6 Variables que afectan la produccion de taxanos en cultivos celulares de
Taxus.

Las variables de entrada (Fig. 2.6) en los cultivos en suspension celular tales como, la
seleccion de lineas celulares, el medio y las condiciones de cultivo, el empleo de elicitadores
y precursores de crecimiento, asi como el disefio del reactor, los procesos de aislamiento y
purificacion de los compuestos de interés; definen en gran medida el éxito de los procesos
industriales (Zhang et al., 2004).

La preparacion de suspensiones celulares puede tener tasas relativamente rapidas de
propagacion que son posibles con el cultivo de brotes de algunas especies vegetales; sin
embargo, la velocidad a la que puede propagarse depende de la velocidad a la que se pueden
cultivar y subdividir los callos, se puede lograr una tasa de multiplicacién mucho mas rapida
iniciando un cultivo en suspension a partir de callos competentes. Después de ser aumentados
por el cultivo, las células o los agregados celulares pueden ser utilizados para producir nuevas
colonias de callos regenerativos. Los reguladores del crecimiento juegan un papel importante
en estos procesos de propagacion celular pues favorecen la formacion de una suspension

celular dispersa; sin embargo, pueden hacer que las células pierdan su capacidad
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morfogeénica, también existe el problema de que, al prolongar el periodo de propagacion,

aumente la variabilidad genética dentro de la linea celular (George et al., 2008)

De aqui que los medios liquidos sean esenciales para los cultivos en suspension, los cuales
se prefieren para experimentos criticos sobre la nutricion, el crecimiento y la diferenciacion
celular en los tejidos callosos, para la produccién de compuestos bioactivos de interés
comercial. Ademas, de ser sistemas adecuados para el estudio de rutas biosintéticas de estos
compuestos permitiendo aislar enzimas involucradas en la via metabdlica y de esta manera

dilucidar los factores regulatorios del metabolismo a nivel genético.
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2.5 Justificacion

El paclitaxel, es un metabolito secundario del género Taxus utilizado en la industria
farmacéutica por su capacidad de provocar la muerte de células cancerosas. En México, no
se ha desarrollado un proceso de produccidn de taxanos que permita la disponibilidad de este
compuesto a gran escala debido a diversas limitaciones que afectan estos procesos, entre ellas
podemos citar: el tipo de reactor utilizado, el medio de cultivo empleado (el cual varia de
acuerdo a la linea celular), las condiciones del cultivo, la linea celular, el uso de reguladores

de crecimiento y elicitadores entre otros.

Generar y caracterizar nuevas lineas celulares de T. globosa contribuye en el desarrollo de
nuevos procesos y en la mejora de las condiciones que permitan obtener mayores
rendimientos en los cultivos en suspension. Una de las desventajas que tienen estos sistemas
es la baja estabilidad y durabilidad de esta especie durante los cultivos en suspension en

reactores.

Es por ello que el generar y obtener nuevas lineas celulares obtenidas de distintos explantes
permitird optimizar las condiciones de cultivos para la produccion de taxanos. Generara
mayores conocimientos sobre el cultivo in vitro de T. globosa y eventualmente se tendra la

posibilidad de desarrollar un proceso para la produccién industrial de paclitaxel.



2.6 Objetivos

2.6.1 Objetivo general

Obtener y caracterizar nuevas lineas celulares de T. globosa, estableciendo cinéticas de

crecimiento celular y produccién de taxanos.

2.6.2 Objetivos especificos

e Generar nuevas lineas celulares de T. globosa, seleccionadas a partir de los explantes
que presente la mejor respuesta de biomasa.

e Caracterizar la cinética de crecimiento y produccion de paclitaxel y bacatina 111 bajo

condiciones controladas.

e Evaluar el efecto del empleo de reguladores de crecimiento en la produccién de
paclitaxel y bacatina Il1.
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3.1 Material bioldgico

3.1.1 Generacion de lineas celulares

El cultivo de tejidos vegetales permite realizar un explante directo del arbol del cual se tiene
interés de aislar células para su consecuente estudio. En este trabajo se realiz el aislamiento

de tejidos del arbol del tejo para estudios cinéticos en la produccion de taxanos.

FIGURA 3.1 Ejemplar y explantes de Taxus globosa Schltdl. A. Ejemplar
localizado en el Pinal-Encinal, Xalapa, Ver.; B. Hojas y tallos durante el proceso de
esterilizacion; C. Explantes de tallos con brotes de callo en medio de induccidn.

La generacion de nuevas lineas celulares dio inicio en abril 2019 (Figura 3.1) con el proceso

de esterilizacion de los explantes tomados de &rboles localizados en zonas montafiosas del
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Pinal-Encinal, localidad de la ciudad de Xalapa, Ver. y el Alto Pixquiac, perteneciente al
municipio de Acajete, Ver. Este trabajo se realizd bajo la direccion del Dr. Martin Mata
Rosas, jefe del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del INECOL (Instituto de
Ecologia) e integrante del Programa de investigacion (multidisciplinario e interinstitucional)

sobre la produccion de antitumorales por cultivo in vitro de células vegetales.

El protocolo de esterilizacion de los explantes vegetales comienza con la recoleccion de las
muestras del arbol de Taxus globosa, de las muestras colectadas se retiraron los brotes nuevos
los cuales fueron depositados en una jarra de 2 L y llevados al lavabo donde se pusieron bajo
el chorro de agua durante 10 min. A continuacion, los explantes fueron depositados en un
recipiente en el cual contenia una solucién jabonosa y se mantuvo en agitacioén durante 30
min con ayuda de un agitador orbital. Una vez transcurrido el periodo de lavado, el material
vegetal fue transferido a un frasco con agua estéril para su enjuague (3 veces), las muestras
fueron llevadas a un frasco estéril que contenia una solucion fungicida (Amistar 1g/L)
adicionado con 10 gotas de microdyn por litro de solucion, se mantuvo en agitacion durante
1 h. Después, los brotes se hacen pasar a un frasco estéril y se adiciona alcohol etilico al 70%
dejando actuar durante 1 min, al término de esta etapa los explantes son llevados a un frasco
estéril con una solucion de cloro al 20% adicionado con Tween 80 (2 gotas/100 mL), se
mantiene en agitacion constante durante 20 min y se lleva a la campana de flujo laminar. Los
explantes son enjuagados con agua estéril cada 5 min en la campana de flujo laminar, se

mantienen los brotes en el agua del ultimo enjuague.

De las pequefias poblaciones de arboles del tejo entre jovenes y viejos localizadas, se observo
que en algunos arboles de edad adulta presentaban pequefios brotes de semillas y una
floracién limitada. Del arbol en general, se recolectaron ramas joévenes de aproximadamente
30 cm de longitud, una vez concluido el proceso de esterilizacion se realizaron pequefias
incisiones las cuales fueron introducidos en frascos de cristal con medio nutritivo para
promover el crecimiento celular. Los explantes diseccionados en hojas, tallos y meristemos,
fueron aislados y colocados en medio de induccidn. Todos los explantes fueron sembrados

en frascos de cultivo de 100 mL y llevados al cuarto de incubacion en obscuridad a 25 °C.

El medio de induccién de cultivo Gamborg B5 (1968) fue suplementado con dos veces la
concentracion de vitaminas y 30 g/L de sacarosa, gelificado con 5 g/L de agar (TC Gel). Se
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realizaron dos tratamientos con diferentes concentraciones y reguladores de crecimiento los
cuales fueron etiquetados como AP1y AP2, para los tejidos recolectados en la zona del Alto
Pixquiac; los tratamientos M1y M2 para los recolectados en el Pinal-Encinal, Xalapa, Ver
(Tabla 3.1). Como medio de cultivo para el mantenimiento de las lineas celulares y durante

los estudios cinéticos se empleo6 el medio Gamborg B5 modificado ITV-Anc (Tabla 3.2).

TABLA 3.1 Concentracion de reguladores de crecimiento.

Alto Pixquiac, Acajete, Ver.

Tratamiento AP1 Tratamiento AP2
2,4-D 4.42 mg/L ANA 2 mg/L
Kin 0.86 mg/L BAP 0.05 mg/L
GA3 0.346 mg/L

Pinal-Encinal, Xalapa, Ver.

Tratamiento M1 Tratamiento M2
2,4-D 4.42 mg/L ANA 2 mg/L
Kin 0.86 mg/L BAP 0.05 mg/L
GAs 0.346 mg/L

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), Cinetina (Kin), Acido giberélico (GAs), Ac. a-naftalenacético (ANA),
6-bencilaminopurina (BAP).
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TABLA 3.2 Composicion de medios Gamborg B5 empleados (modificado ITV-Anc).

R I
Componente (GB5) (GBS) (GBS)
mg/L o ppm mg/L o ppm mg/L o ppm
Macronutrientes
(NH4)2S04 134 134 134
CaCl».2H,0 150 150 150
MgSO4.7H,0 246 246 122.09
KNO; 2528 2528 2500
Micronutrientes
H3BO; 3 3 3
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.025
CuS04.5H,0 0.025 0.025 0.025
FeS04.7H20 27.8 27.8 27.8
MnS04.H.0 10.0 10.0 10.0
Kl 0.75 0.75 0.75
NazMo004.2H,0 0.25 0.25 0.25
NaH,PO4.H,0 150 150 130.42
ZnS04.7H,0 2 2 2
Na,EDTA.2H,0 37.2 37.2 37.3
Aditivos organicos comunes
Mio-inositol 100 100 100
Piridoxina.HCI (vit) 1 2 1
2,4-
Diclorofenoxiacético o 0.55 0.55 *4.42
2,4-D
Sacarosa 209 209 309
Ac. Nicotinico (vit) 1 2 1
Tiamina HCI (vit) 10 20 10
Cinetina 0.1 *0.86
Glicina 30
Ac. Giberélico p GA; *0.346
-Bencilaminopurin
6-Benc aBAPopu ao *%0.05
Ac. o-naftalenacético o wx)
ANA

*Tratamiento 1: Acido 2,4-diclorofeoxiacético (2,4-D), Cinetina (Kin), Acido giberélico (GAs). **Tratamiento 2: o-naftalenacético (ANA),

6-bencilaminopurina (BAP).
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Para la preparacion del medio de cultivo se utilizaron soluciones patron con la composicion
indicada en la tabla 8., se agrega la sacarosa grado 1 (Merck-México, 7651) para tener una
concentracion final de 30 g/L y se diluye con agua destilada, se ajusta a pH 5.7, gelificado
con 5 g/L de agar (TC Gel) y se esteriliza por 20 min a 121 °C y 1.5 psi. Una vez preparado
el medio, se deja dentro de la campana de flujo laminar con la aplicacion de luz UV durante
15 min para garantizar esterilidad. A continuacion, el medio fue vertido en frascos de cristal
de 100 mL en los cuales se llevé a cabo la siembra de los explantes colectados y esterilizados.

Se mantuvieron en condiciones asépticas a 25 °C y en oscuridad.

La generacion de callos fue evaluada de acuerdo a la escala propuesta por Santana (1982), el
cual teniendo en cuenta el porcentaje de callos formados y su desarrollo, asi mismo, su

coloracion y consistencia presenta los siguientes niveles:
Grado 0.- No presenta formacion de callos.

Grado 1.- Presenta ligera formacion de callos (debil proliferacion de en zona de los bordes

del explante).

Grado 2.- Formacion del callo (presenta proliferacion de células por todos los bordes del

explante, sin llegar a la formacion de una masa).

Grado 3.- Presenta abundante formacién de callos (se tiene una formacién de masa

voluminosa de células).

No.explantes con callos por tratamiento
Callos formados (%) = - X 100
No.total de explantes por tratamiento

Los tejidos fueron subcultivados periédicamente cada 15 dias e incubados en obscuridad a
25 °C. Una vez generado suficiente callo del explante, éste fue retirado y transferido a un
nuevo frasco con medio fresco (Gamborg B5-Anc) para evaluar su resistencia a la
contaminacion y estimular el crecimiento de los callos. Transcurrido algunas semanas se

obtuvo suficiente biomasa de callo friable capaz de establecer las suspensiones celulares.
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3.1.2 Cultivo de células vegetales en suspension

Las suspensiones celulares se inician generalmente mediante la incubacion de trozos de
callos friables en medios liquidos que estan en movimiento continuo. Se emplean matraces
Erlenmeyer en los cuales se deposita el medio liquido con los trozos de callos dispersos en
él, hasta llenar aproximadamente 1/5 de la capacidad de los matraces, se ponen a incubar en
un agitador rotatorio a 80-150 rpm, en obscuridad continua a 25°C. Mediante cultivos

semanales, las suspensiones celulares quedan establecidas después de varios dias.

Se llevé a cabo una serie de experimentos por duplicado (a nivel matraz), donde se
caracterizaron cinéticamente las lineas celulares generadas: hoja, tallo y meristemo,
provenientes de las regiones montafiosas del Alto Pixquiac y el Pinal-Encinal, Xalapa, Ver.,
empleando dos tratamientos para cada caso (Tabla 6). Los cultivos celulares se establecieron
a partir de callos friables de cada una de las lineas aisladas de T. globosa S., inicialmente
estos callos (1 g BH) fueron sembrados en matraces de 50 mL los cuales contenian 10 mL de
medio Gamborg’s B5 suplementado con reguladores de crecimiento correspondientes a cada
tratamiento empleado (AP1, AP2, M1y M2). Los cultivos se mantuvieron en agitacion 120
rpm a 25°C en condiciones de obscuridad durante 15 dias hasta obtener suficiente biomasa

para los consecuentes experimentos.

Se seleccionaron las lineas celulares bajo los siguientes criterios: debe presentar resistencia
a la contaminacion y al crecimiento microbiano, la coloracion del callo previo al cultivo en
suspension debe ser amarillento claro, presentar crecimiento activo de biomasa vegetal de la
especie en cuestion, ademas, tener viabilidad celular positiva; para esto se realizaron cinéticas
de crecimiento de células vegetales, esto permitié conocer el comportamiento de las lineas
previamente generadas y su consecuente seleccion como objeto de estudio; con esto y una
vez seleccionada la linea celular se procedié al establecimiento de la suspension celular,

promoviendo un ambiente de cultivo uniforme para las células vegetales en suspension.

Los cultivos de la linea celular fueron llevados a suspension el cual fue establecido a partir
de callos friables y de color amarillento claro, se inocularon 10 g de callo el cual fue
depositado en un matraz de 250 mL que contenia 100 mL de medio (100 g/L) con sus

respectivos reguladores de crecimiento, manteniéndose en las mismas condiciones antes
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descritas. Se realizaron cinéticas de crecimiento para el estudio de la influencia de los

reguladores de crecimiento en la produccion de paclitaxel y bacatina IlI.

Se empled un sistema de cultivo cerrado, el cual se caracteriza debido que las células se
encuentran en el medio de cultivo aumentando de esta manera su densidad celular, previo a
alcanzar la fase estacionaria, se retira el medio “agotado” y posteriormente se suministra

medio fresco, de esta manera se reinicia el ciclo de crecimiento.

3.1.3 Técnica de mantenimiento de los cultivos celulares

Subcultivar promueve la generacion de nueva poblacion celular y con ello se mantiene la
viabilidad. Para este caso en particular, en un periodo de 15 dias se detuvo la agitacion del
recipiente que contenia el cultivo original con el fin de sedimentar la biomasa presente. En
campana de flujo laminar se retir6 el sobrenadante (medio nutritivo agotado sin células) por
succion con pipeta automatica autoclavable (Labpette Discovery, cat no P3960-10000A) y
después se adiciond medio fresco estéril, seguido de esto se incub6 nuevamente por periodos
de 15 dias mas a 25 °C y 120 rpm.

Cada vez que se llevo a cabo el subcultivo, se tomaron muestras en viales para su consecuente

analisis de viabilidad y conteo celular con ayuda de tincién por azul de Evans.

3.2 Estudio cinético de las lineas celulares

El muestreo consisti6 en tomar dos alicuotas de 1 mL del cultivo los cuales fueron
depositados en viales de microcentrifuga (uno de ellos a masa conocida, etiquetado como
“A”) para analisis de biomasa hiumeda y seca, el segundo (B) para viabilidad celular. Las
muestras fueron centrifugadas a 21,000 g (Eppendorf 5424) durante 23 min. Del vial A se
tomaron 500 pL de sobrenadante y fue depositado en un tubo para microcentrifuga
Eppendorf para su consecuente analisis de sustratos, una vez tomada la alicuota se retira el
exceso de sobrenadante dejando solo el paquete celular para analisis de biomasa humeda por

gravimetria, estos viales fueron secados en una estufa de vacio (75 °C, 1,000 mbar de presion
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absoluta) (ShellLab 1410) hasta tener peso constante para el registro de biomasa seca. Este
proceso se realizd igualmente para todas las lineas con sus respectivos tratamientos y

réplicas.

Por otra parte, se tom6 una alicuota de 800 L del sobrenadante del segundo vial (B) para el
analisis de productos (paclitaxel y bacatina Ill), posteriormente se retird el exceso de
sobrenadante permitiendo el contenido del paquete celular en un volumen de 100 pL para el
analisis de cuenta celular por microscopia. Para ser posible la cuenta viable se utilizo el
método de tincion azul de Evans al 0.2% (p/v) en una relacion 1:1. Este procedimiento y los

descritos anteriormente se realizaron en cada muestreo y con las lineas celulares establecidas.

3.3 Determinaciones analiticas

3.3.1 Determinacion de biomasa

La determinacion de la biomasa generada en los cultivos en suspension de células de T.
globosa se llevo a cabo tomando muestras en cada una de las experimentaciones las cuales
fueron depositados en viales de microcentrifuga a masa conocida para analisis de biomasa

himeda y seca por gravimetria.

En cada uno de los experimentos para establecer la linea celular de estudio, la biomasa se
determind mediante la metodologia antes descrita. Se tomaron muestras de los cultivos (1
mL) y fue depositado en viales de microcentrifuga (a masa conocida). Las muestras fueron
centrifugadas a 21,000 g (Eppendorf 5424) durante 23 min, se retir0 el exceso de
sobrenadante dejando sdlo el paquete celular para analisis de biomasa humeda por
gravimetria (Ohaus, mod. PX224/E), estos viales fueron secados en una estufa de vacio (75
°C, 1,000 mbar de presion absoluta) (ShellLab, 1410) hasta tener peso constante para el
registro de biomasa seca. Este proceso se realizd igualmente para todas las lineas con sus

respectivos tratamientos y réplicas.
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3.3.2 Conteo celular y viabilidad

La determinacion del namero de células se lleva a cabo utilizando una cAmara de Neubauer-
Improved (Fig. 6), en donde para evaluar la viabilidad celular se utiliz6 la tincién con azul
de Evans, un colorante no permeable en células vivas y con baja toxicidad para las células.
El principio de esta técnica consiste en determinar el nimero relativo de células muertas en
cultivos de células en suspension, puesto que las células muertas son tefiidas de manera
selectiva con el azul y las células vivas no presentan esta coloracion (Gaff & Okong'o-Ogola,
1971; Song et al., 1999)

La tincién azul de Evans consistié en adicionar un volumen de esta solucion al 0.2% (p/v)
por el mismo volumen de muestra, es decir, en una relacion 1:1 y procediendo al conteo
celular en cdmara de Neubauer-Improved por duplicado (Fig. 3.2). Por cada cuadricula se
tomd una alicuota de 20 pL con pipeta automética (Accumax Pro) para ingresar la muestra
por capilaridad a la cAmara. Con los resultados obtenidos del conteo se calcul6 el porcentaje

de viabilidad y la cantidad de células viables por mL de muestra.

A
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FIGURA 3.2 Detalles la rejilla de la cAmara de Neubauer mejorada.
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Concentracion celular:

., (cel

Concentracion (—) =Nx10*xd
mlL
Donde; N corresponde al promedio de células presentes en 1 mm?® (0.1 L), 10* es el factor
de conversion de 0.1 uL a 0.1 mL y d es el factor de dilucion.
Células contenidas en la suspension original:
Células totales = Conc.celular X Volumen total

Porcentaje de viabilidad celular:

o No.de células vivas
%Viabilidad = v x 100
No. células totales

Los viales para microcentrifuga (etiquetados como B) que contenian 1 mL de muestra de los
cultivos, fueron centrifugados a 21,000 g (Eppendorf 5424) durante 23 min; se toman 800
puL del sobrenadante y fueron depositados en viales para su consecuente analisis de
productos, posteriormente se retira el exceso de sobrenadante permitiendo el contenido del
paquete celular en un volumen de 100 pL para su analisis por microscopia. Este paquete
celular es sometido a un bafio ultrasénico (Ultrasonik Ney 28H) por 15 min previo a la

observacién en microscopio para cada uno de los experimentos.

Para el conteo de células se tomo en cuenta el nimero de células contenidas en los 9 cuadros
de 1 mm x 1 mm de la camara. Se consideré como volumen de y profundidad de la camara

de 0.9 mm?®y 0.1 mm, respectivamente.

3.3.3 Cuantificacion de sustratos y productos

La cuantificacién de glucosa como sustrato presente en el medio de cultivo, se llevo a cabo
mediante una hidrolisis acida previa con HCI 4M y su consecuente analisis por cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). Las muestras tomadas del
vial microcentrifuga A fueron centrifugadas a 21,000 g (Eppendorf 5424) durante 23 min, se
tom6 500 pL de sobrenadante y fue depositado en un tubo Eppendorf en el cual se adiciond
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500 pL HCI 4M, las muestras fueron llevadas a una estufa de calentamiento a 60 °C durante
20 min para hidrolizar los azlcares; una vez transcurrido el tratamiento de hidrolisis las
muestras son atemperadas y se adiciona 125 pL de BaO 0.3M — 125 pL de ZnSO4 5% plv,
una vez hecho esto se agita con ayuda del vortex y se deja reposar por 10 min, las muestras
son centrifugadas (10 000 rpm/11200 g durante 10 min), el sobrenadante es retirado y filtrado
(filtros nylon 0.45 um) directamente en viales para cromatografia, todas las muestras fueron
analizadas por HPLC (Waters 600 TPS Spectra System, Waters, Milford, MA) utilizando
una columna Shodex SH1011 8 A-300 mm (H203153, Japon), a 50 °C, con H2SO4 0.5 M
como fase maévil con un flujo de 0,6 mL/min y un detector de indice de refraccion (waters
2414, TPS Refracto Monitor V, Waters, Milford, MA, USA).

La cuantificacion de metabolitos (paclitaxel y bacatina Ill) se lleva a cabo mediante un
analisis cromatografico (HPLC). Las muestras de sobrenadante libres de células (resultado
de la centrifugacion) son liofilizadas (Labconco free tune 4.5) y posteriormente
resuspendidos en metanol acidificado (0.01% de AcOH glacial para la estabilizacion de
taxanos). Posteriormente se realiza una ultrasonicacién por 60 minutos, el extracto obtenido
es centrifugado a 16,000 g durante 15 min y el sobrenadante obtenido se filtra (filtro fluoruro

de polivinilideno PVDF de 0.2 um) para proceder con su analisis por HPLC o CLAR.
Las condiciones del método utilizado son las siguientes:

Fase estacionaria: Altima Phenyl Rocket

Fase Mavil: CFsCOOH 0.5M:CH30H:CH3CN, 50:19:31 v/viv

Temperatura: 30 °C

VFV = 1.5 mL/min

Detector: UV (A= 230 nm)

Las ecuaciones de calibracion utilizadas para medir taxanos determinadas a partir de
diluciones de estandares con concentraciones desde 1ug/mL hasta 25 pg/mL de los analitos

de interés; se presentan a continuacion:
Y =1.13 x 10*X—5.05 x 103 R? = 0.993 t, = 1.870 min

Y =186 x10*X—8.12%x 103> R?* = 0.996 t, = 3.396 min
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3.3.4 Rendimiento de producto
En base a los resultados obtenidos durante la experimentacion se determina el rendimiento

de biomasa con respecto al sustrato, asi mismo, el rendimiento de biomasa con respecto a la

produccion de taxanos.

Rendimiento biomasa-sustrato:

Xe—X

f
Yx/s = S _ So
f 4]

Rendimiento producto-biomasa (especifico):

P, —P,
%”:é—;
o

3.3.5 Velocidad especifica de crecimiento y de formacién de productos

La velocidad de crecimiento maxima de biomasa se encuentra definida bajo la siguiente

ecuacion:

1dx

hEX @

Y la velocidad especifica de formacion de productos (paclitaxel y bacatina 1l1) por la

siguiente ecuacion:

_1adp
Y T X de

3.3.6 Tiempo de duplicacion

El tiempo de duplicacion t,; de la biomasa se encuentra expresada por la siguiente ecuacion:

In2

tg =

.umax
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3.4 Efecto del empleo de reguladores de crecimiento en la produccion de paclitaxel y
bacatina I11.

La evaluacion del empleo de reguladores de crecimiento para la produccion de paclitaxel y
bacatina 111 se realizé una vez generados los cultivos en estado solido (callos), a partir de los

cuales se establecieron los indculos de los cultivos celulares de T. globosa.

Se estudiaron lineas de hoja, tallo y meristemo, los cuales fueron sometidos a tratamientos
AP1y AP2. Cabe sefialar que estas lineas provienen de la zona montafiosa del Alto Pixquiac,
Acajete, Veracruz. Estos experimentos se llevaron a cabo a nivel matraz 250 mL con un
volumen de trabajo de 100 mL, para la inoculacion del reactor se requirié de 10 mL de
paquete celular (PCV) aproximadamente 1 g de biomasa himeda, inoculado en 990 mL de
medio Gamborg B5 suplementado con 2,4-d (4.42 mg/L), Kin (0.86 mg/L), GA3 (0.346
mg/L) y 30 g/L de sacarosa.

Las condiciones de cultivo establecidas fueron las siguientes:

Temperatura: 251 °C

Agitacion: 120 rpm

Obscuridad

Se establecid la mejor linea celular productora de paclitaxel y bacatina I11, esta etapa consistio
en la caracterizacion cinética y estequiomeétrica de la linea celular, con esto se determind la

capacidad de la linea de producir concentraciones de biomasa y taxanos, con las condiciones

antes establecidas.
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4.1 Generacién de nuevas lineas celulares de T. globosa.

4.1.1 Generacion de las lineas celulares

Se generaron un total de 54 y 58 frascos con tejido vegetal proveniente de la zona montafiosa
el Pinal-Encinal y el Alto Pixquiac, localidades de los municipios de Xalapa, Ver. y Acajete,
Ver., respectivamente. Se determind el porcentaje de callos formados para ambas zonas
teniendo como resultado 44.64% y 58.62%, observandose de esta manera una mejor

respuesta en los explantes provenientes del Alto Pixquiac.

Entre las caracteristicas morfologicas de los callos generados, a partir de la segunda semana
de incubacion se observo una ligera formacion de callos en los cultivos (grado 1), a pesar de
no presentar caracteristicas morfogénicas favorables para la embriogénesis ni organogénesis,

indico el inicio a la morfogénesis indirecta (callogénesis).

Los callos de grado 2, fueron de color amarillo y consistencia compacta, los de grado 3 de la
escala en el cultivo de Taxus globosa, se apreciaron de color crema amarillo, consistencia
friable y apariencia nodular, indistintamente del tipo de tratamiento al que fueron sometidas
las muestras; la clasificacion de los cultivos fue definida por el crecimiento y las

caracteristicas morfoldgicas del callo segln la escala de Santana, 1982 (Fig. 4.1).

Durante la etapa de incubacidon (obscuridad, 25 °C) se observo la generacion de callos a partir
de los primeros doce dias, sin embargo, fue hasta la cuarta semana cuando se registraron
frascos con callos de grado 3 (proliferacion de callos), los cuales son de gran valor practico
para iniciar con los estudios basicos, asi mismo, para la iniciacion de las suspensiones

celulares y su consecuente produccion de metabolitos secundarios.
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FIGURA 4.1 Generacion de callos de acuerdo a la escala propuesta por Santana (1982): grado
1, grado 2 y grado 3, respectivamente.

Se observo la influencia que presenta el origen del explante puesto que este constituye el
primer paso para la generacion de las lineas celulares, se utilizaron hojas, tallos y meristemos

para la proliferacion callosa de los cultivos.

La seleccion de la linea celular de estudio se vio influenciada por la linea que presenta mayor
velocidad de generacion de callo, ademas de la resistencia a la contaminacion por agentes
externos y su rapida respuesta in vitro; se observo que los explantes provenientes de arboles
jévenes contaban con esta particularidad.

Cabe sefialar que los explantes de la zona montafiosa Pinal-Encina, Xalapa, Ver., presentaron
un mayor porcentaje de contaminacion con presencia de hongos (42.59%) (Fig. 4.2), esto
podria deberse a que la técnica de esterilizacion empleada tiene como objeto eliminar los
agentes patdgenos externos, sin embargo, ain pudieran haber persistido aquellos que se
encuentran en el interior del tejido como es el caso de hongos enddgenos; ademas, que la
respuesta de los explantes cultivados in vitro pueden variar notablemente con el estado de
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desarrollo y la edad ontogénica de los mismos, de las pequefias variaciones de la composicion

de los medios y los reguladores de crecimiento empleados.

Es dificil lograr la generacion de cultivos celulares completamente estériles; por ejemplo, es
probable que los virus u hongos presentes en el explante persistan en los cultivos. Por lo
anterior, es necesario darle seguimiento a los protocolos de asepsia que van desde un
adecuado ambiente de trabajo, la esterilizacion de los medios de cultivo y la desinfeccion de
los explantes, liberandolos de bacterias y hongos exdgenos, asi mismo, una adecuada técnica

de siembra de los tejidos vegetales.

Por otro lado, los explantes provenientes del Alto Pixquiac, Acajete, Ver., presentaron bajo
porcentaje de contaminacion (12%), esto puede deberse a que las muestras fueron
recolectadas en su mayoria de arboles jévenes cuando su capacidad de regeneracion celular
es Optima.

FIGURA 4.2 Contaminacion por hongos en cultivos de Taxus globosa.

La callogénesis de los cultivos generados en este proyecto presentan comportamientos
similares a los reportados por Tapia-Barrera, 2014., en el cual sefiala que el tiempo de
duplicacion obtenido en los cultivos de callos se encuentra dentro del rango de otras especies
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vegetales del género Taxus que van desde 13 dias (T. baccata y T. media) y 14 dias (T. media)
(Wickremesinhe y Arteca, 1993; Hirasuna et al., 1996).

Una vez llegado al grado 3 de la escala descrita por Santana (1982), se llevo a cabo el
establecimiento de las lineas celulares para su estudio en cultivos en suspension. La seleccion
de los cultivos se llevo a cabo teniendo en cuenta el porcentaje de callos formados, el

desarrollo de los callos, color y consistencia, asi como su resistencia a contaminacion.

De manera preliminar podria decirse que los cultivos de la zona del Alto Pixquiac, Acajete,
Ver., son los adecuados para llevar a cabo el estudio en suspensiones celulares, puesto que
su porcentaje de contaminacion es menor, ademas, en ambos tratamientos a los que fueron
sometidos tuvieron un periodo de cuatro semanas para alcanzar el tltimo nivel de generacion
de masa callosa del tejido vegetal. Sin embargo, se realizaron estudios cinéticos de cada una
de las lineas generadas con sus respectivos tratamientos; con esto se seleccionaron las lineas
celulares de meristemo AP1y AP2 debido a que tuvieron mejores respuestas de acuerdo a su
velocidad especifica de crecimiento. Se observé que la linea celular de meristemo AP1 posee
particularmente una mayor capacidad de regeneracion celular, seguido de tallo AP1 y hoja
AP1, aun con la hipotesis de que la linea celular de meristemo es la mejor productora de
paclitaxel se realizaron los estudios cinéticos y estequiométricos para confirmar las

sospechas.

4.1.2 Seleccion y establecimiento de las lineas celulares en suspension

Al inicio de la generacidn de las suspensiones celulares, se puede observar grandes agregados
y células libres, alargadas y de gran tamafio que no se dividen; pero después de repetir los
subcultivos como se establecieron, es factible obtener una suspension celular finalmente

dispersa con alto ritmo de crecimiento.

Se observo que al usar una tasa de dilucién baja utilizando cuatro partes de medio fresco por
cada parte de suspension celular, promueve su establecimiento de colonias celulares friables
y de rapido crecimiento. Posteriormente se puede utilizar una tasa de dilucion alta para su

estudio cinético.
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Estudios cinéticos de las lineas celulares

Los estudios cinéticos de las lineas celulares aisladas fueron desarrollados después de un
estudio preliminar, el cual permitié el establecimiento del estado fisiologico de los cultivos.
Con esto se conocieron los periodos en los cuales las lineas celulares sufrian cambios en su
estado de desarrollo.

En la figura 4.3 se puede observar de manera general el comportamiento cinético en la
produccion de biomasa de las lineas celulares aisladas sometidas al tratamiento AP1y AP2.
Se puede observar que presentan fases de retardo de aproximadamente 9 dias, a partir de este
punto se inicia la fase exponencial hasta los 21 dias. De manera preliminar se puede decir
que las lineas de hoja y meristemo AP1 pudieran presentar los mejores resultados en la
produccion de taxanos debido a su capacidad de regeneracion celular, se definié que el inicio
de la fase estacionaria en los cultivos ocurria a partir de los 24 dias de cultivo, en este periodo
la viabilidad celular se vio afectada, se sugiere realizar la resiembra de las lineas en este punto

para evitar que entren en estado de senescencia.
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FIGURA 4.3 Perfiles cinéticos preliminares de produccion de biomasa seca de lineas celulares de
Taxus globosa S.
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En cuanto a la caracterizacion de las lineas, el seguimiento de la produccion de biomasa se
muestra en la figura 4.4 y 4.5, cabe sefialar que el paquete celular contenido en los viales de
microcentrifuga era pequefio, por lo que durante la extraccion del sobrenadante parte de este
pudiera haberse perdido lo que incrementaba el error experimental; ademas, se opté por el

analisis de biomasa seca puesto que se observé que disminuia el error en los resultados.

Se observo que los cultivos provenientes de la zona del Alto Pixquiac, Xalapa, Ver.,
presentaban las fases de un comportamiento tipico en su perfil cinético de la produccion de
biomasa. Los cultivos AP1 presentaron una mayor produccion de biomasa alcanzando 3.8
g/L en base seca (3 veces mayor al reportado por Alvarado-Lo6pez, 2014 y Zavala, 2015), con
un tiempo de duplicacion (tg) de 5-7 dias aproximadamente. Por el contrario, las lineas
celulares AP2 presentan una fase de retardo que alcanza hasta los 18 dias con una produccion
méaxima de biomasa de 2.6 g BS/L; estas lineas presentan tq que van de 3-7 dias, sin embargo,
los rendimientos Ypix=1.519 mg/g son menores comparados con los obtenidos en las lineas
celulares de AP1.

El comportamiento cinético de la concentracion de biomasa son caracteristicas de los cultivos
celulares en estas especies vegetales, los cuales suelen ser lentos y con cambios constantes
(Fig. 4.4). Los cultivos AP1 presentan una fase de retardo de 6 dias aproximadamente,
después de este periodo se presenta un crecimiento logaritmico y consecuentemente una fase
estacionaria, con esto se tienen establecidos los periodos de cultivos de 21 dias para evitar el
efecto de la muerte celular. Se puede observar la concentracion méxima de biomasa en base
seca que alcanzaron los cultivos AP1, superiores a los comparados con los obtenidos en
tratamiento AP2, ademas los tiempos de duplicacion fueron relativamente bajos,

comparables con los reportados por Tapia-Barrera, (2014).
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FIGURA 4.4 Perfiles cinéticos de produccién de biomasa de lineas celulares de Taxus globosa
AP1: hoja, tallo y meristemo.

Por otra parte, los cultivos AP2 presentan un comportamiento similar; cuentan con una fase
de adaptacion de 9 dias que pueden llegar hasta los 18 dias segin el comportamiento de la

linea celular de hoja de este tratamiento (Fig. 4.5).
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FIGURA 4.5 Perfiles cinéticos de produccion de biomasa de lineas celulares de Taxus globosa
AP1: hoja, tallo y meristemo.
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El periodo en el cual se alcanza la concentracion de biomasa maxima en peso seco suele ser
variable en estos cultivos (18 dias-tallo, 21 dias-hoja), particularmente la linea de meristemo
presenta una tendencia lineal en la cual no pudo determinarse el periodo en el cual se alcanza
la concentracion méaxima puesto que se alejaba del rango establecido para evaluar la cinética
de crecimiento de cada una de las lineas celulares antes mencionadas, ademas, en lo referido
al consumo de sustratos fue la Unica linea que presenta un consumo a partir del dia 12 de
incubacidn, esto podria mejorarse con el uso de elicitadores para promover la acumulacion
de taxanos.. Estos cultivos presentan un tiempo de duplicacion de aproximadamente 6 d
(Tabla 4.1); sin embargo, este comportamiento se ve opacado por la baja produccion de

biomasa y rendimiento especifico (Yr/x).

TABLA 4.1 Parametros cinéticos de lineas celulares de T. globosa S.

Linea celular Xmax (8/L)  Hmax (dF)  ¥Yp/x (mge/gx) tq (d)
Hoja 3.8 0.1128 8.747 6.144
APL 4110 2.6 0.1333 5.765 5.199
Meristemo 3.8 0.1333 3.343 5.199
Hoja 1.9 0.1777 3.257 3.900
AP2 13110 2.5 0.1904 0.313 3.640
Meristemo 2.6 0.1085 1.519 6.388

Los estudios del comportamiento cinético de cada una de las lineas generadas (AP1y AP2),
muestran que la mejor linea para llevar a cabo los experimentos posteriores es la linea celular
de hoja AP1, el cual presenta una produccién de biomasa de 3.8 g BS/L, con un tiempo de

duplicacion de alrededor de los 6 dias y un Yp/x de 8.747 mg de paclitaxel/g.

En este estudio se evalu6 el consumo sacarosa disociados como glucosa y fructosa como
fuentes de carbono teniendo como resultado valores negativos, se ha reportado que la
concentracion de sacarosa como fuente de sustrato es primordial para promover el

crecimiento celular en los cultivos de esta especie (Tapia-Barrera, 2014).
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En la Figura 4.6, se muestra la concentracion de sustratos, observados en un periodo de 27
dias, en el que la concentracion se encuentra cercana a los 15 g/L de glucosa y fructosa, es
decir, 30 g/L de azUcares totales. Esto implica que no se registrd un consumo significativo
de sustrato del medio de cultivo.

Los perfiles de la concentracion de sustrato sugieren que no hubo un consumo de sacarosa,
por el contrario, se observan periodos en los que aumenta la concentracion de sustrato con
respecto a la medicidn inmediata anterior, esto puede deberse a que la pequefia variacion en
la concentracion de azlcares es cercana a la magnitud del error experimental, concordando
con lo reportado por Zavala, 2015.
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FIGURA 4.6 Perfiles de sustrato residual en lineas celulares (hoja, tallo y meristemo) de Taxus globosa
sometidas a tratamientos AP1y AP2.
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La sacarosa es la fuente de carbono mas utilizada y, de acuerdo con Saito y Miukami, (2002)
se ha visto que un aumento en la concentracion de glucosa incrementa la produccion de
metabolitos secundarios. Se pudiera atribuir esto al estrés osmatico o al exceso de sustrato
que promueve el estrés necesario para la produccion de metabolitos secundarios. Por otra
parte, Zavala (2015), considera que es posible que no se consumiera una mayor cantidad de
sustrato debido a alguna limitacién celular y que estas limitaciones pueden deberse a la
presencia de un sustrato limitante o mutaciones que dificulten el metabolismo de

carbohidratos.

“En las células vegetales la deficiencia de boro tiene efectos adversos en el metabolismo de
carbohidratos. Segin Wilson, (1961) algunos de estos efectos pueden ser la acumulacién de
carbohidratos en vacuolas, asi mismo puede ocurrir un alargamiento celular, adelgazamiento
y malformaciones de la pared celular. Whittington, (1959) sostiene que es probable que las
malformaciones en la pared celular sea un mecanismo que evita que las células entren en

mitosis.”

También debe considerarse que las células de arboles lefiosos suelen tener concentraciones
de boro en el rango de 70-100 ppm, mientras que las yerbas tienen un rango menor de 2-5
ppm. Esto trae efectos en el metabolismo celular, puesto que la especie Taxus globosa es
considerado como un arbol lefioso con exigencias en la concentracion de boro, sin embargo,
el medio Gamborg B5 empleado durante los experimentos contiene concentraciones de acido
borico de 3 ppm; es posible que el cultivo estuviera limitado por boro, lo que explicaria

parcialmente el nulo consumo de carbohidratos.

Otra consideracion que debe tenerse es que, durante la técnica de separacion del sobrenadante
por centrifugacion, las células pudieron sufrir rupturas lo que ocasionaba una liberacion del
contenido intracelular, esto incluye azlcares almacenados en las vacuolas los cuales fueron

cuantificados de forma indistinta a los azUcares residuales del medio de cultivo.

Por lo anterior, los rendimientos de sustrato con respecto a la biomasa generada son negativos
debido al perfil cinético que presentan los sustratos durante su estudio, el cual es similar los
reportados por Tapia-Barrera, (2014) y Zavala, (2015).
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4.2 Efecto del empleo de reguladores de crecimiento en la produccion de paclitaxel y

bacatina I11.

Una vez realizada la inoculacién de los cultivos celulares se procedid a la evaluacion del
efecto de los reguladores sobre el crecimiento de Taxus globosa S., lo cual permitio
seleccionar la que presenta mejor respuesta de acuerdo a su crecimiento celular y produccion

de taxanos.

De acuerdo a la Tabla 4.2 los cultivos celulares sometidos al tratamiento AP1 presentan las
mayores concentraciones de paclitaxel y bacatina Ill, siendo la linea de hoja la que posee
mayores concentraciones compradas con la de tallo y meristemo. Sin embargo, su
comportamiento cinético muestra inestabilidad durante la produccion de las mismas, esto

puede deberse a error experimental.

TABLA 4.2 Produccion maxima de taxanos de acuerdo al tratamiento al que fueron
sometidos.

Tratamiento Reguladores Concentracién  Linea celular [Pmax] [Bmax]
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Cinetina 0.86 Hoja 13.121 4.887

AP1 2,4-D 4.42 Tallo 7.3292 2.5445
GA:z 0.3 Meristemo 5.309 4.7892

ANA 2 Hoja 3.6034 1.9866

AP2 BAP 0.5 Tallo 1.147 4.409
Meristemo 2.6131 1.4447

*[Pmax] ¥ [Bmax] representan las concentraciones maximas de paclitaxel y bacatina IlI,
respectivamente.

La acumulacién de los taxanos se midié mediante HPLC durante su periodo de crecimiento
discontinuo. En particular, se cuantificaron paclitaxel y bacatina Ill. EI comportamiento
cinético de estos compuestos en los cultivos experimentales presenta las mayores
concentraciones de bacatina Il alrededor del dia 9 mostrando una consecuente disminucion

con respecto al tiempo. Por otro lado, la concentracion de paclitaxel aumenta con el tiempo
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alcanzando hasta 5.36 mg/L alrededor de los 18 dias. Esta tendencia es similar a la observada
en los cultivos de Taxus baccata (Srinivasan et al., 1995) y Taxus cuspidata (Naill y Roberts,
2005).

La linea celular de hoja sometida al tratamiento AP1 presenta la mayor concentracion de
paclitaxel (13.121 mg/L) a los 27 dias de cultivo (Fig. 4.7). La acumulacién de bacatina
aparentemente muestra irregularidades, esto pudo deberse a pérdidas de la muestra durante
la liofilizacion vy filtracion previo al anélisis por HPLC; a pesar de esto, es claro que en
periodos tempranos del cultivo la concentracion de este precursor es mayor y a medida que

transcurre el tiempo va disminuyendo para dar lugar a la produccion de paclitaxel.
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FIGURA 4.7 Perfiles cinéticos de produccion de biomasa y taxanos en la linea celular de
hoja AP1.

Esta linea present6 una maxima produccion de biomasa (3.8 g/L; 3 veces mayor al reportado
por Alvarado-Lo6pez, 2014 y Zavala, 2015), la acumulacion de taxanos fue aproximadamente
tres veces mayor a las otras lineas evaluadas con el mismo tratamiento alcanzando una
concentracion de 13.121 mg/L, la propagacion de callos y su resistencia a la contaminacion

fue mayor comparadas con las lineas generadas en este trabajo y presenta viabilidad del 92%.
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Por otra parte, la linea celular de Tallo AP1 presento la segunda concentracion mas alta de
paclitaxel y la cuarta en la produccion de bacatina Il con 7.33 mg/L y 2.54 mg/L,
respectivamente (Fig. 4.8). Esta linea celular presenta las concentraciones maximas de
paclitaxel a los 6 dias del cultivo y disminuye cuando se da lugar a la produccion de paclitaxel

al redor de los 18 dias.
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FIGURA 4.8 Perfiles cinéticos de produccién de biomasa y taxanos de la linea celular de
tallo AP1.

La linea celular de meristemo AP1 (Fig. 4.9) muestra un marcado incremento en la
produccién de bacatina Il durante los primeros dias de cultivo celular y esta va
disminuyendo con forme transcurre el tiempo, por el contrario, es a partir de los 18 dias
cuando se presentan las mayores concentraciones de paclitaxel (5.358 mg/L). Se puede
observar que la produccion de paclitaxel se encuentra relacionado directamente al
crecimiento celular alcanzando una concentracion maxima a los 24 dias con una produccién
de 5.309 mg/L, al mismo tiempo se tiene la biomasa méaxima de 3.8 g/L; ocurre lo contrario

con la generacion de bacatina 111 en el cultivo celular.
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FIGURA 4.9 Perfiles cinéticos de produccién de biomasa y taxanos de la linea celular de
meristemo AP1.

La caracterizacion cinética de las lineas celulares (hoja, tallo y meristemo) sometidas al
tratamiento AP2 presentaron menores concentraciones de paclitaxel y bacatina I1l. La linea
celular de Hoja AP2 present6 una produccion de biomasa maxima de 1.9 g/L en base seca
con un tiempo de duplicacion de aproximadamente 4 dias, esta linea celular presenta Yp/x de

3.25 g de paclitaxel por cada gramo de biomasa seca generada (Fig. 4.10).
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FIGURA 4.10 Perfiles cinéticos de produccion de biomasa y taxanos de la linea celular de
hoja AP2.
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La linea celular de Hoja AP2 presenta un comportamiento cinético similar a las lineas
sometidas al tratamiento AP1, presenta la concentracion maxima de bacatina 111 (1.98 mg/L)
a los 6 dias de cultivo el cual disminuye con forme transcurre el periodo de cultivo. La
concentracion maxima de paclitaxel cuantificada en esta linea celular fue de 3.60 mg/L a los
24 dias de cultivo. Sin embargo, a diferencia de las lineas anteriores la produccion de biomasa
en esta linea muestra variaciones durante su estudio cinético, esto podria deberse a que el
cultivo se encontraba limitado a algun nutriente que promoviera su desarrollo, ademas, la
influencia de los reguladores de crecimiento celular podria afectar al proceso de division

celular.

Por otra parte, la linea celular de Tallo sometida al tratamiento AP2 fue la mejor productora
de bacatina Il en este tratamiento, con concentraciones maximas a los 3 dias de cultivo de
4.41mg/L, sin embargo, las concentraciones maximas cuantificadas son por mucho menor a
las lineas de meristemo y hoja en este tratamiento especificamente, puesto que se alcanzé
1.14 mg/L de paclitaxel a los 24 dias de cultivo (Fig. 4.11). La linea celular de tallo AP2
present6 una produccion de biomasa maxima de 2.5 g/L en base seca con un tiempo de
duplicacion de aproximadamente 4 dias, esta linea celular presenta Ypx de 0.313 g de

paclitaxel por cada gramo de biomasa seca generada.
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FIGURA 4.11 Perfiles cinéticos de produccion de biomasa y taxanos de la linea celular de
tallo AP2.
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Ocurre un caso similar con la linea celular de Meristemo AP2 (Fig. 4.12), esta linea presenta
las mayores concentraciones de bacatina |1l y paclitaxel alrededor de los dias 3 y 24,
respectivamente. Sin embargo, las concentraciones de acumulacion de estos taxanos fueron

considerablemente inferiores a los obtenidos con la misma linea sometida al tratamiento AP1.

La linea celular de Meristemo AP2 ocupa el segundo lugar como mejor productora de
paclitaxel entre las lineas sometidas al tratamiento AP2, alcanzando concentraciones de 2.61
mg/L de paclitaxel. Esta linea alcanzé una produccion maxima de biomasa seca de 2.6 g/L a
los 27 dias de cultivo con tiempo de duplicacion de alrededor de 6 dias. Sin embargo, su
rendimiento especifico Yp/x fue de 1.51 (gramos de paclitaxel por cada gramo de biomasa
seca)
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FIGURA 4.12 Perfiles cinéticos de produccién de biomasa y taxanos de la linea celular de
meristemo AP2.

Cabe sefalar que el perfil de cada uno de los taxanos cuantificados en los tratamientos AP1
y AP2 de las lineas celulares aisladas (Fig. 4.13), son representativo de su ubicacion en la
ruta biosintética de taxanos puesto que se espera que los metabolitos precursores como la
bacatina Il alcancen un pico temprano y luego disminuyan a medida que el flujo de la ruta

se dirija hacia la sintesis de paclitaxel, concordando con Naill y Roberts, (2005).
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FIGURA 4.13 Comportamiento cinético de la produccion de bacatina 111 y paclitaxel en lineas celulares (hoja, tallo y meristemo) de Taxus
globosa sometidas al tratamiento AP1y AP2
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El comportamiento cinético de cada una de las lineas caracterizadas muestran las
concentraciones maximas de bacatina 11 dentro de los primeros 9 dias de cultivo y, es a partir
de los 18 dias cuando se comienza a cuantificar concentraciones de paclitaxel; en la Figura
15 se pueden observar barras de error con amplitud cuestionable, esto se debe a que la
concentracion maxima cuantificada fue de 13.121 mg/L de paclitaxel y 4.887 mg/L de
bacatina I1l; mientras que la menor concentracion fue de 0.09 mg/L de paclitaxel y 0.047
mg/L de bacatina lo que sugiere que un pequefio error experimental podria provocar la
amplitud del rango de las variables de respuesta en el estudio, es decir, esto puede deberse a

error experimental.

Los cultivos en suspension mantuvieron su crecimiento con un porcentaje de viabilidad al
rededor 85-90%, el cual fue variando de acuerdo a la linea y tratamiento probado. La linea
celular de Hoja AP1 (Fig. 4.14), mantuvo su viabilidad variable, pero con un marcado
incremento en la concentracién celular (Cel/mL) hasta los 21 dias a partir del cual disminuyd

gradualmente.
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FIGURA 4.14 Viabilidad de los cultivos celulares de Taxus globosa en suspension.
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4.3 Desarrollo y establecimiento de la mejor linea celular productora de paclitaxel y
bacatina I11.

Los estudios de caracterizacion de los cultivos celulares mostraron que el mejor tratamiento
utilizado es el AP1 puesto que las lineas aisladas y tratadas bajo estas condiciones tuvieron
las mayores concentraciones de paclitaxel. Ahora bien, aun cuando el comportamiento sobre
la produccion de biomasa de las lineas celulares de meristemos concuerda con los reportados
por Srinivasan et al., (1995), y Naill y Roberts, (2005), la linea de hoja present6 la
concentracion maxima de paclitaxel (13.121 mg/L). La produccién de biomasa en esta linea
es inestable de acuerdo a los valores experimentales obtenidos, lo mismo sucede con la linea
celular de tallo; por el contrario, la linea celular de meristemo mostré un marcado crecimiento

celular.

En la figura 4.15 se puede observar el comportamiento de las lineas celulares de hojas
sometidas al tratamiento AP1y AP2, en la cual el tratamiento AP1 mostr6 un efecto positivo
superior al obtenido con respecto al tratamiento AP2, a los 9 dias de cultivo se observa un
comportamiento exponencial en el crecimiento de biomasa, pudiéndose observa que la
produccién de paclitaxel se encuentra parcialmente asociado al crecimiento celular, puesto

que es en la segunda etapa de cultivo cuando se logra cuantificar dicho metabolito.
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FIGURA 4.15 Produccion de paclitaxel en lineas celulares de Hoja AP1y AP2.
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De acuerdo a la caracterizacion cinética y estequiométrica realizada de cada una de las lineas
celulares con los tratamientos AP1y AP2, se desarroll6 y estableci6 la linea celular de Hoja
AP1 como la mejor productora de metabolitos secundarios de Taxus globosa en las

variedades probadas.

Particularmente, en la linea de Hoja AP1 se muestran cambios morfoldgicos a nivel celular.
Se puede observar que durante el establecimiento de la linea las células se encontraban
agrupadas y mostraban una forma circular y compactas que no podian dividirse, durante los
subcultivos posteriores los cuales permitieron establecer un cultivo celular finalmente
disperso con alto ritmo de crecimiento, las células en esta etapa mostraron cambios en su

estructura puesto que sufrieron un alargamiento (Fig. 4.16).

FIGURA 4.16 Vista a microscopio de la linea celular de hoja AP1 de Taxus globosa. (1)
los primeros 10 dias de cultivo, (2) periodo correspondido entre 12-24 dias, (3-4) células
poco viables a partir de los 27 dias de cultivo.
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Estos resultados concuerdan con los reportados por Benitez (2009) y Alvarado-Lépez (2014),
quienes asocian la forma celular alargada a las células productoras de paclitaxel. Sin
embargo, a diferencia de la produccién maxima inicial que presentan en sus cultivos, en este
caso la produccion méxima de metabolitos varia de acuerdo al tiempo en la cinética de
crecimiento, es decir, a periodos tempranos se presenta las mayores concentraciones de

bacatina Il y a periodos largos se tiene la mayor concentracion de paclitaxel.

Esta claro que las lineas celulares tienen distinto comportamiento aun cuando éstas provienen
del mismo é&rbol, de aqui la importancia del estudio fisiolégico y celular de esta especie
vegetal.

El consumo de sustrato en general en las lineas caracterizadas no es significativo (Fig. 4.17),
estos resultados concuerdan con los reportados por Zavala-Ortiz, 2012. En el cual a partir de
la segunda mitad de la cinética de crecimiento celular la concentracién de glucosa aumenté
significativamente. Sin embargo, aun no se ha elucidado el mecanismo biologico del

incremento en la concentracion de azucares en el cultivo celular de Taxus globosa.
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FIGURA 4.17 Comportamiento cinético de biomasa y sustrato residual (glucosa y sacaros)
de la linea celular de hoja AP1 (Taxus globosa).
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Se logrd establecer un cultivo celular de Taxus globosa con las mejores condiciones
evaluadas, partiendo de 1.1 g de biomasa en base seca. Esta linea tuvo su pico de produccion
de 4.887 mg/L de bacatina I1l y 13.121 mg/L de paclitaxel a los 6 y 27 dias, respectivamente
(Fig. 4.18).
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FIGURA 4.18 Produccién de paclitaxel y bacatina Il con respecto al tiempo en la linea
celular de Hoja AP1 (Taxus globosa).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Naill y Roberts (2005), los cuales son
representativo de su ubicacion en la ruta biosintética de taxanos puesto que la bacatina siendo
un precursor en la sintesis de paclitaxel presenta las concentraciones maximas a periodos
tempranos del cultivo y luego disminuye a medida que el flujo de la ruta se dirija hacia la

sintesis del paclitaxel.

Aun cuando se ha establecido la linea celular de hoja AP1 como la mejor productora debido
a su comportamiento cinético, la linea celular de tallo AP1 mostro la segunda concentracion
méaxima de paclitaxel (7.33 mg/L) y la tercera concentracion maxima de bacatina Il (2.54
mg/L) de las lineas sometidas a este tratamiento; por esta razon se recomienda la realizacion
de estudios posteriores a las lineas establecidas en este trabajo. Finalmente se realiza una
comparacion nuestros resultados con los obtenidos por otros autores (Tabla 4.3).
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TABLA 4.3 Estudios de Taxus globosa S. sobre la produccién de antitumorales por cultivo
in vitro de células vegetales.

Referencia Condiciones Medio de cultivo Biomasa Bacatinalll Paclitaxel
empleado (s/L) (mg/L) (mg/L)
Edad de cultivo: 10,
20y 30d Murashige &
, [c]=0.229 g/L (BH) Skoog (MS)
Tgﬁajquég, T=25°C 1 mg/L2,4-D 6.8 (BH) 6.45 N/R
' pH=5.6 1 uM/L IM
Agitacidon= 110 rpm 20 g/L sacarosa
Oscuridad
Edad de cultivo: 10,
20y 30d Murashige &
[c]=0.229 g/L (BH) Skoog (MS)
D;E;:{jdzagi o T=25°C 1 mg/L2,4-D 6.8 (BH) 6.45 N/R
' pH=5.6 1 pM/L IM
Agitacion=110rpm 20 g/L sacarosa
Oscuridad
Edad de cultivo: 9d
[c]=1.03 g/L (Bs) Gamborg B5
(Alvarado- T=24°C 0.55 mg/L 2,4-D
Lépez, 2014)  pH=5.6 10 uM/L JM 0-1(BS) 25.18 0.902
Agitacion=120 rpm 20 g/L sacarosa
Oscuridad
Edad de cultivo: 6 d
[c]=8.8 g/L (BH) Gamborg B5
(Zavala-Ortiz, T=25°C 0.55 mg/L 2,4-D
2015) pH=5.6-5.8 10 uM/L JM 2.2 (B) 011 0.78
Agitacion= 120 rpm 20 g/L sacarosa
Oscuridad
Edad de cultivo: 7 d
[c]= 100 g/L (BH) Gamborg B5
Este trabajo T=25°C 4.42 mg/L 2,4-D
0.86 mg/L Kin 3.8 (BS) 4.887 13.121
AP1 pH=5.7
e 0.346 mg/L GA;
Agitacion= 120 rpm 30 g/L sacarosa
Oscuridad
Edad de cultivo: 7 d
[c]= 100 g/L (BH) Gamborg B5
Este trabajo T=25°C 2 mg/L ANA
AP2 oH=5.7 0.05 mg/L BAP 1.9 (BS) 1.9866 3.6034
Agitacidon= 120 rpm 30 g/L sacarosa
Oscuridad

Base seca (BS); base himeda (BH); concentraciéon celular ([c]); jasmonato de metilo (JM); Ac. 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D); Cinetina (Kin); Ac. Giberélico (GA3). Ac.

bencilaminopurina (BAP).
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Podemos observar que para los estudios realizados en la especie Taxus globosa se han
empleado condiciones similares durante los estudios cinéticos, esto es en condiciones de
obscuridad a 25°C y de 110-120 rpm. Se destaca que aquellos trabajos en los que la
concentracion de indculo es baja, la produccion de los metabolitos secundarios se ve limitada
con concentraciones de bacatina I11 de 25.18 mg/L y 0.902 mg/L de paclitaxel reportado por
Alvarado-Lopez, (2014); asi mismo, Zavala-Ortiz, (2015) reporta concentraciones de
bacatina 111 de 0.11 mg/L y 0.78 mg/L de paclitaxel.

Se demostro que el empleo de la combinacion de los reguladores de crecimiento acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), cinetina (Kin) y &cido giberélico (GA3) tuvo mayor respuesta
en la produccion de paclitaxel alcanzando una concentracion maxima de 13.121 mg/L y 4.887

mg/L de bacatina Il en la linea celular de hoja.

El establecimiento de las lineas celulares con el empleo de los reguladores acido -
naftalenacético (ANA) y 6-benzilaminopurina (BAP) fue exitoso; sin embargo, sus
concentraciones maximas fueron de 1.9866 mg/L de bacatina 11y 3.6034 mg/L de paclitaxel

en la linea de hoja.

Se pudo observar que al incrementar el tamafio de indculo las concentraciones de los
metabolitos aumentaban considerablemente. Cabe sefialar, que en este estudio no se empled
elicitadores los cuales han demostrado promover la excrecion de estos metabolitos en las

especies de Taxus tratadas.
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5.1 CONCLUSIONES

En México se cuenta con la especie Taxus globosa S., una de las especies del género Taxus
con mayores acumulaciones de taxanos. Se logré generar lineas celulares de Taxus globosa
S., de dos regiones montafiosas del estado de Veracruz, México. De acuerdo a los resultados
obtenidos se puede observar mayor contenido de taxanos en hojas que, en tallo y meristemo,

en las variedades probadas.

En este trabajo se logd obtener una concentracion de bacatina 11 y paclitaxel variable (1.13-
4.92 mg/L y 2.07-13.121 mg/L, respectivamente), dependiendo del tipo de explante que se
utilice. Lo cual comprobé la capacidad de acumulacion de taxanos en esta especie poco
estudiada.

Los tratamientos empleados para la induccion y generacién de los cultivos celulares en
suspension fueron exitosos. ElI mejor tratamiento empleado fue el AP1 el cual contenia
nutrientes Gamborg B5 suplementado con 30 g/L de sacarosa, 2,4-D (4.42 mg/L), Kin (0.86
mg/L), GA3 (0.346 mg/L).
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5.2 RECOMENDACIONES

Los cultivos celulares en suspension de especies vegetales como Taxus globosa S.,
representan un reto para la biotecnologia dedicada a la identificacion, cuantificacion y
finalmente el escalamiento de la produccion de metabolitos secundarios de importancia
farmacéutica. Las lineas celulares de los tejidos vegetales son generalmente inestables por
largos periodos de produccion de taxanos por lo que es necesario la evaluacion de su

estabilidad durante esta etapa.

Los estudios realizados en este trabajo no incluyen el empleo de elicitadores, lo cual se ha
demostrado su efectividad promoviendo la excrecidn del paclitaxel en cultivos celulares del
género Taxus en los que ha sido probado. Por esta razon, es necesario evaluar el efecto de

elicitadores en las lineas establecidas como productoras de este metabolito secundario.

La concentracion de taxanos varia de acuerdo al origen del explante, a la linea celular, la
edad y las condiciones del cultivo; por esta razon, se recomienda la realizacion de estudios
posteriores que permitan mayores rendimientos del bioactivo de interés en los cultivos en
suspension para conocer su respuesta biosintética en cultivo in vitro bajo condiciones

controladas.
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