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Figura 10. Separacién por CCF de F6 a F14 mas un control interno y un estandar de camferol (K),
en fase normal con cloroformo:metanol (90:10) como fase movil, reveladas con: A) luz UV 254 nm;
B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo AS; D) reactivo LB...........cccooiiiiiiiiiinenns 48

Figura 11. Separacion por CCF de F13 a F26, mas estandares de camferol-3-O-B-rutinésido (K-R),
ligustroflavona (LF) y vitexina (V), en fase reversa con agua:acetonitrilo (60:40) como fase movil,
reveladas con: A) luz UV 254 nm; B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo AS; D) reactivo
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Figura 12. Separacion por CCF del extracto etandlico de hojas (EH), extracto etanélico de callos
(EC) y F10 de P. sacharosa, mas un control interno y un estandar de camferol (K), en fase normal
con cloroformo:metanol (90:10) como fase movil, reveladas con: A) luz UV 254 nm; B) reactivo
NP/PEG més luz UV 365 nm; C) reactivo AS; D) reactivo LB. ...........ccoviiiiiiiiiieeiiiiieeiee e 50

Figura 13. Separacion por CCF del extracto etandlico de hojas (EH) y del extracto etandlico de callos
(EC) de P. sacharosa, méas estandares de ligustroflavona (LF), camferol-3-O-3-rutinésido (K-R) y
vitexina (V), en fase reversa con agua:acetonitrilo (60:40) como fase mavil, reveladas con: A) luz UV
254 nm; B) reactivo NP/PEG mMas IUZ UV 365 NIM. .......ouiiiiiioiiiiiiiieeee et e e siirreee e e e e e e 50

Figura 14. F10 observada al microscopio de fluorescencia con el filtro para DAPI. A) F10 recién
preparada y conservada a 4 °C. B) F10 almacenada durante 1 semana a 4 °C. C) F10 mantenida
durante 8 semanas a temperatura ambiente (T.A.). Las flechas en A, D, G), B, E, H) o C,F,l) muestran
fragmentos de F10 observados con el microscopio de fluorescencia a una emision de 460 nm a

diferentes amplifiCACIONES. ......coo it e e 51

Figura 15. Presencia de F10 en cortes de cerebro del raton. Los nucleos de las células fueron tefiidos
con DAPI y observados al microscopio de fluorescencia con un filtro que emite a 460 nm (color azul).
A esta longitud de onda F10 se observa en color fucsia (flechas). A, D) tercer ventriculo, B, E)
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Figura 16. Presencia de camferol en el tercer ventriculo cerebral de ratones. Modificada de: Ruiz-
Velasco-Martinez et al. (2022) ........ooo oo 52

Figura 17. Presencia de ligustroflavona en el cerebro de raton. A) Tercer ventriculo, B) ventriculo
lateral, C) acueducto cerebral, D) corte rostro-caudal del cerebro de raton, donde las flechas rojas
muestran la localizacion de los ventriculos cerebrales, E) corte rostro-caudal del cerebro de raton,

donde las flechas rojas muestran la localizacion del acueducto cerebral. ..........ccccceeviiveeiiciieeeenne, 53

Figura 18. Presencia de ligustroflavona en el cerebro de raton. A) con filtro para DAPI en azul, B)
con filtro verde, C) con filtro rojo, D) corte rostro-caudal del cerebro de raton, donde la flecha roja

muestra la localizacion de los ventriculos cerebrales, E) corte rostro-caudal del cerebro de ratén,



donde las flechas rojas muestran la localizacion del tercer ventriculo dorsal. D3V: tercer ventriculo

dorsal. PVA: nlcleo paraventricular del tlamo, parte anterior. sm: estria medular, talamo............ 53

Figura 19. Actividad eléctrica del hipocampo en ratas administradas con LPS. A) Grafica de
Transformada Rapida de Fourier de 0-50 Hz de frecuencia. B) Representacién tiempo-frecuencia del
espectro de potencia (0.1-40 Hz). C) Gréficas de barras para cada tipo de onda evaluada a distintos
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Figura 20. Actividad eléctrica del hipocampo en ratas administradas con F10 + LPS. A) Grafica de
Transformada Rapida de Fourier de 0-50 Hz de frecuencia. B) Representacion tiempo-frecuencia del
espectro de potencia (0.1-40 Hz). C) Gréficas de barras para cada tipo de onda evaluada a distintos
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Figura 21. Distribucién del ARNm para cFos y CD14 en la region CA3 del hipocampo. El filtro rojo
indica la presencia de CD14, el filtro verde la presencia de cFos y el filtro azul indica la ubicacién de
los ndcleos de las células neuronales teflidos con DAPI. En la primera columna se muestra en color
rojo brillante la expresion de CD14. En la segunda columna se observa el contraste entre cFos (rosa)
y CD14 (rojo brillante). En la tercera columna se observa la superposicién de cFos (verde) y CD14
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Figura 22. Distribucion del ARNm para cFos y CD14 en el nucleo arcuato del hipocampo. El filtro
rojo indica la presencia de CD14, el filtro verde la presencia de cFos y el filtro azul indica la ubicacion
de los nucleos de las células neuronales tefiidos con DAPI. En la primera columna se muestra en
color rojo brillante la expresion de CD14. En la segunda columna se observa en color verde la
expresion de cFos. En la tercera columna se observa la superposicion de cFos (verde) y CD14 (rojo)
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Figura 23. Porcentaje de células positivas a cFos o CD14 en el nlcleo arcuato del hipotalamo La
linea punteada indica que las células positivas a cFos y CD14 es menor que el 100% de las células

contabilizadas mediante Su tiNCION CON DAPL. .....ooeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e eraaaeaes 58

Figura 24. Efecto de F10 de P. sacharosa sobre la expresién de cFos y CD14 en el nlcleo arcuato
del hipotalamo de ratones expuestos al LPS. La letra “a” indica los grupos con diferencias
significativas con respecto al vehiculo; la letra “b” los grupos con diferencias significativas con
respecto a grupo de LPS 3h; la letra ¢ los grupos con diferencias significativas con respecto al F10
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ACRONIMOS

°C: Grados Celsius

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

2iP: Isopentiladenina

5-HT1A: 5-hidroxitriptamina 1A

AIA: Acido indolacético

ANA: Acido naftalenacético

ARN: Acido ribonucleico
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AS: Anisaldehido-acido sulfarico

BA: Benciladenina

BAP: 6-bencilaminopurina

CCF: Cromatografia en capa fina
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CIN: Cinetina

cm: Centimetros

CONACYyT: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
COX-1: Ciclooxigenasa 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DTT: Ditiotreitol

EC: Extracto etandlico de callos de P. sacharosa

EH: Extracto etandlico de hojas de P. sacharosa
FRAP: Ferric reductor/antioxidant power (poder reductor/antioxidante férrico)
g L't: Gramos sobre litro

g: Gramos

GABAA: Gamma-aminobutyric acid (acido gamma-aminobutirico)
h: Hora

H202: Peroxido de hidrégeno



H>S04: Acido sulfurico

HCI: Acido clorhidrico

Hz: Hertz

IC: indice de crecimiento

IL: Interleucina

INF: Interferon

iNF-kB: Inhibidor de NF-kB

iNOS: Inducible nitric oxide synthase (6xido nitrico sintasa inducible)
INPRFM: Instituto Nacional de Psiquiatria Raman de la Fuente Muiiiz
ip: Via intraperitoneal

K: Camferol

Kdo: Acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosénico

K-R: Camferol-3-O-B-rutinésido

LB: Reactivo de Lieberman-Burchard

LBP: Lipid binding protein (proteina de unién a lipidos)

LF: Ligustroflavona

LOS: Lipooligosacarido

LPS: Lipopolisacéarido

Luz UV: Luz ultravioleta

MAPK: Mitogen-activated protein kinase (proteina quinasa activada por mitdgenos)
MD2: Myeloid differentiation factor 2 (factor de diferenciacién mieloide 2)
mesh: Numero de hilos por pulgada en una malla

mg/kg: Miligramo sobre kilogramo

mg L: Miligramos sobre litro

min: Minutos

mL: Mililitro

mm: Milimetro

MS: Medio de cultivo Murashige & Skoog

MyD88: Myeloid differentiation factor 88 (factor de diferenciacion mieloide 88)

N: Normal (concentracién)



NaCl: Cloruro de sodio

NaOH: Hidroxido de sodio

NF-kB: Nuclear factor kappa B (factor nuclear kappa B)
NIH: National Institutes of Health

nm: Nanémetros

NOS: Nitric oxide synthase (6xido nitrico sintasa)
NP/PEG: 2-aminoetildifenilborinato/polietilenglicol

ONU: Organizacion de las Naciones Unidas

PBS: Phosphate buffered saline (solucién salina tamponada con fosfatos)

pH: Potencial de hidrogeno

Picloram: Acido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxilico
PRONACES: Programas Nacionales Estratégicos del CONACyT
PSI: Pounds-force per square inch (libras sobre pulgada cuadrada)
RCV: Regulador de Crecimiento Vegetal

Rf: Retention factor (factor de retencién)

ROS: Reactive Oxygen Species (Especies Reactivas del Oxigeno)
SDS: Sodium docecyl sulfate (dodecil sulfato sédico)
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TA: Temperatura ambiente
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TIR: Toll/IL-1 receptor

TIRAP: TIR Domain Containing Adaptor Protein (proteina adaptadora que contiene el dominio TIR)
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TRAM: TRIF-related adaptor molecule (molécula adaptadora relacionada con TRIF)
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TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g (adaptador inductor de interferén-g que
contiene el dominio TIR)

Tris-HCI: Trisaminometano-acido clorhidrico
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Bm: Micrometros

11



RESUMEN

Pereskia sacharosa Griseb. es una planta que se emplea en la medicina tradicional como analgésico
y para trastornos de la piel. Actualmente, se buscan tratamientos ante enfermedades
neurodegenerativas, donde esta involucrada una respuesta inflamatoria cronica. En este trabajo se
evalué la actividad antiinflamatoria de P. sacharosa en modelos animales sometidos a
neuroinflamacion con lipopolisacérido y se identificaron compuestos en la planta y cultivos in vitro de
tejido calloso, como alternativa al uso de ejemplares del ambiente. A partir de plantas cultivadas in
vitro, se indujo tejido calloso con acido naftalenacético y tidiazurén. Se obtuvo el extracto etandlico
de hojas de P. sacharosa y se separaron los compuestos mediante cromatografia en columna
abierta, y sus fracciones, asi como el extracto etandlico de callo, se analizaron mediante
cromatografia en capa fina para identificar grupos de compuestos. Por otro lado, ratones CD1 y
C57BL/6JN se administraron con la fraccién 10 y su presencia en cortes cerebrales se analizé por
microscopia de fluorescencia; mientras que cortes de ratones con LPS o F10+LPS, se sometieron a
hibridacién in situ para detectar ARNm de cFos, marcador de actividad neural, y CD14, receptor del
LPS. Finalmente, ratas Wistar con LPS o F10+LPS se sometieron a electroencefalografia del
hipocampo. Como resultados, se establecié un cultivo de callos y el andlisis cromatogréfico reveld
flavonoides, terpenos y esteroles. En ratones, F10 atraveso la barrera hematoencefalica y redujo la
expresién de cFos y CD14 en el hipotalamo a las 3 h. Ademas, la actividad eléctrica del hipocampo
en ratas con LPS mostré disminucion de ondas theta, mientras que con F10 se mantuvo esta
actividad, relacionada con movimiento y relajacion. Estos hallazgos indican que los compuestos de
P. sacharosa disminuyen los signos de inflamacion, permitiendo el regreso temprano de la actividad

ambulatoria del animal aln con la enfermedad activa.

Palabras clave: neuroinflamacion, tejido calloso, fitoquimica, electroencefalografia, cFos, CD14.
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ABSTRACT

Pereskia sacharosa Griseb. is a plant used in traditional medicine as an analgesic and for skin
disorders. Currently, treatments are requested for neurodegenerative diseases where a chronic
inflammatory response is involved. In this work, antiinflammatory activity of P. sacharosa was
evaluated in animal models exposed to neuroinflammation with lipopolysaccharide, and compounds
were identified in the plant and callus tissue cultures as an alternative of the use of environmental
specimens. Callous tissue was induced from in vitro cultured plants with naphthaleneacetic acid and
thidiazuron. Ethanolic extract of P. sacharosa leaves was obtained, and compounds were separated
by open column chromatography and its fractions, as well as callus extracts, were analyzed by Thin
Layer Chromatography to identify compounds groups. On the other hand, CD1 and C57BL/6JN mice
were administered with fraction 10, and its presence in brain slices was analyzed by fluorescence
microscopy; while sections of mice with LPS or F10+LPS, were subjected to in situ hybridization to
detect cFos mRNA, marker of neural activity, and CD14, LPS receptor. Finally, Wistar rats with LPS
or F10+LPS underwent electroencephalography of the hippocampus activity. As result, a callus
culture was established, and chromatographic analysis revealed flavonoids, terpenes, and sterols. In
mice, F10 crossed the blood-brain barrier and reduced cFos and CD14 expression in hypothalamus
at 3 h. In addition, the electrical activity of hippocampus in rats with LPS showed decreased in theta
waves, although with F10 this activity, related to movement and relaxation, was maintained. These
findings suggest that P. sacharosa compounds decrease signs of inflammation, allowing the early

return of ambulatory activity of animal even with active disease.

Keywords: neuroinflammation, callous tissue, phytochemistry, electroencephalography, cFos,
CD14.

13



INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales se informa desde la antigiiedad e incluso puede considerarse el
origen de la medicina moderna; por lo que los compuestos de origen vegetal han sido y siguen siendo
una fuente importante de materia prima para farmacos (Bermudez et al., 2005).

Actualmente, se buscan nuevos tratamientos ante una gran variedad de padecimientos como las
enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, los trastornos del suefio y los accidentes cerebrovasculares; en donde esta altamente
involucrada una respuesta neuroinflamatoria crénica. Para ello, las investigaciones en plantas
medicinales representan una nueva alternativa para el tratamiento de enfermedades inflamatorias

gue afectan al Sistema Nervioso Central (SNC) (Welcome, 2020).

Las actividades bioldgicas de las plantas medicinales se asocian a su perfil fitoquimico, ya que
poseen diversos tipos de metabolitos como los compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides,
terpenos, y esteroles. Estos compuestos proporcionan beneficios a la salud, lo que justifica su usoy
su aislamiento para la fabricacion de farmacos con importantes aplicaciones en la medicina moderna
(Dillard & German, 2000). Ademas, una forma de obtener metabolitos secundarios de una planta es
mediante el cultivo de tejido calloso in vitro (Bhatia, 2015; Loyola Vargas & Ochoa Alejo, 2018). Este
Gltimo consiste en una masa de tejido con células indiferenciadas cultivadas en condiciones
asépticas y entornos controlados, el cual proporciona una nueva tecnologia para la producciéon de

biomasa y compuestos bioactivos similares a los presentes en la planta (Li et al., 2022).

Las especies del género Pereskia se utilizan en la medicina tradicional por sus actividades
analgésica, citotoxica, antimicrobiana, asi como antisifiliticos, expectorantes y emolientes (de Castro
Campos Pinto & Scio, 2014). Pereskia sacharosa Griseb. es una planta que se ubica principalmente
en Sudamérica (Anderson, 2001) y sus hojas y frutos se emplean en la medicina tradicional para
tratar trastornos de la piel y el dolor de oido, mientras que las espinas se utilizan contra el dolor
muscular (Hajdu & Hohmann, 2012). El perfil fitoquimico de P. sacharosa ha arrojado la presencia

de flavonoides y ya se ha evaluado su actividad antinociceptiva (Ruiz Velasco Martinez et al., 2022).

Por lo tanto, en este trabajo se evalué la actividad antiinflamatoria de P. sacharosa en ratas y ratones
sometidos a neuroinflamacion con lipopolisacéarido (LPS), una endotoxina presente en las bacterias
Gram-negativas como Escherichia coli. Ademas, se explord el perfil fitoquimico de la planta y de
cultivos de tejido calloso para conocer metabolitos en comiUn que pudieran tener dicha actividad
bioldgica y que puedan utilizarse como opcién para enfermedades antiinflamatorias especialmente

aguellas que afectan el SNC.
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1. ANTECEDENTES

1.1. El género Pereskia

De la familia Cactaceae y subfamilia Pereskioideae, las plantas del género Pereskia se encuentran
principalmente en los trépicos del continente americano, desde el sur de México y el Caribe hasta el
norte de Argentina y Uruguay, predominantemente en regiones aridas (Anderson, 2001). Pereskia
esta aceptado como el género que mas se parece a lo que pudo haber sido el primer cactus, por lo
que es conocida como el “cactus ancestral” (Butterworth & Wallace, 2005). Ademas, fueron los
primeros cactus estudiados y fue Charles Plumier (religioso y botanico francés [1646 - 1704]), quién
en 1703 asignd el nombre de Pereskia en honor a Nicolas-Claude Fabri de Peiresc (astronomo,
abogado y botanico francés [1580-1637]) (Leuenberger, 1986).

Dentro del género Pereskia, se han clasificado 17 especies, de las cudles, las mas comunes son
Pereskia aculeata Mill. (grosellero de Barbados, bugambilia blanca, ramo de novia), Pereskia bleo
(Kunth) DC. (naji o chupa meldn), Pereskia lychnidiflora DC. (arbol del matrimonio), Pereskia
grandifolia Haw. (guamacho morado o cactus rosa) y Pereskia guamacho F.A.C.Weber (guamacho).
Las otras especies corresponden a Pereskia aureiflora F. Ritter, Pereskia bahiensis Girke, Pereskia
diazromeroana Cardenas, Pereskia horrida DC., Pereskia marcanoi Areces, Pereskia quisqueyana
A.H. Liogier, Pereskia nemorosa Rojas Acosta, Pereskia portulacifolia (L.) DC., Pereskia weberiana
K. Schum., Pereskia stenantha F. Ritter, Pereskia zinniiflora DC. y Pereskia sacharosa Griseb. (WFO,
2022). En Sudamérica, principalmente en Brasil, se les conoce a las plantas del género Pereskia

como ora-pro-nobis, especialmente a P. aculeata y P. grandifolia (Anderson, 2001).

En particular, P. sacharosa se distribuye en las tierras bajas de los Andes y en la regién del Gran
Chaco de Brasil, Bolivia, Paraguay, asi como en el noroeste de Argentina (Anderson, 2001). También
es conocida por las sinonimias: Rhodocactus sacharosa (Griseb.) Backeb., Rhodocactus saipinensis
(Cérdenas) Backeb., Pereskia moorei Britton & Rose, Pereskia saipinensis Cardenas y Pereskia
sparsiflora F. Ritter (WFO, 2022). Por otro lado, cominmente se conoce como Cuguchi, Cujuchi,

Guyapa o Sacharosa (Anderson, 2001).

1.1.1. Descripcién botanica de P. sacharosa

Las plantas de P. sacharosa (Figura 1) son arbdreas o arbustivas y miden entre 5y 7 m de altura,
aunque pueden llegar a medir hasta 15 m. Sus tallos y ramas pueden ser rectos, pero a menudo se
encuentran en zigzag. Sus hojas son muy variables en forma y tamafio; sin embargo, en su mayoria

son obovadas u ovaladas, anchas y planas, dobladas a lo largo de la nervadura central, con peciolos,
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nervadura pinada, nervadura central prominente debajo, de 4 a 6 venas laterales, divergentes en
angulos y con un tamafio entre 3-12 cm de largo y 2-7 cm de ancho. Esta planta posee espinas
sostenidas en racimos para esparcirse, muy robustas, de 1-4 cm de largo; estas también pueden
encontrarse en los troncos. Las flores de P. sacharosa tienen forma de campana, pueden
encontrarse solitarias o en inflorescencia y llegan a medir 37 cm de didmetro. Sus frutos emergen
en forma de pera a globo, con un diametro de 4-5 cm, de color verde o amarillo y suelen ser carnosos
e indehiscentes, con semillas grandes y negras, sin embargo, no son comestibles (Anderson, 2001;
Bravo Hollis, 1978; Mauseth & Landrum, 1997).

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de P. sacharosa. A) Fruto abierto y cerrado; B) hoja; C) tallo
y espinas; D) espinas; E) botdn floral.
1.1.2. Usos y actividades bioldgicas del género Pereskia

La parte comestible de estas plantas son las hojas y en algunas especies los frutos; sin embargo, su
produccion y comercializacion no son comunes (Maciel et al., 2019). P. aculeata es una fuente

importante de nutrientes, principalmente lipidos como el &cido linoleico, y puede utilizarse como
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alimento nutritivo para poblaciones vulnerables por ingresos y carencias sociales (Almeida & Corréa,
2012; Souza et al., 2014).

En varias partes del continente americano se utilizan las plantas del género Pereskia en la medicina
tradicional. P. aculeata y P. bleo se han utilizado como medicinas contra el cancer y se ha
demostrado su actividad citotéxica (Malek et al., 2008; Tan et al., 2005), ademas de su actividad
antimicrobiana (Souza et al., 2016; Wahab et al., 2008). En P. lychnidiflora se documenté actividad
analgésica y antioxidante (Guerra et al., 2018). Otros usos tradicionales que se les da a las plantas
del género Pereskia es en el tratamiento para la anemia, osteoporosis, enfermedades intestinales
(Garcia et al., 2019), enfermedades de la piel y cicatrizaciéon de heridas (Carvalho et al., 2014),
tratamiento para dolores musculares, estomacales y de cabeza (Zareisedehizadeh et al., 2014),
tratamiento para afecciones inflamatorias como la artritis reumatoide y el asma (Malek et al., 2008),

asi como antisifiliticos, expectorantes y emolientes (de Castro Campos Pinto & Scio, 2014).

Silva Torres et al. (2021) determinaron la capacidad neuroprotectora de extractos ricos en
antioxidantes de hojas de P. aculeata, los cuales mostraron un alto potencial antioxidante en ensayos
in vitro del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y Ferric reductor/antioxidant power (FRAP), asi
como inhibicién de acetilcolinesterasa y lipooxigenasa, relacionadas con la actividad antiinflamatoria.
Ademas, identificaron 11 compuestos de los extractos que pertenecen a terpenoides y compuestos
fendlicos tales como el 2,4-ditertbutilfenol, B-sitosterol, campesterol, fitol, vitamina E, fucosterol y

lupeol.

Abdul-Wahab et al. (2012) evaluaron la actividad antinociceptiva de los extractos de etanol, hexano,
diclorometano, acetato de etilo y butanol de P. bleo y vitexina en dos modelos analgésicos. En los
analisis fitoquimicos se encontrd vitexina, glucésido de f3-sitosterol y B -sitosterol. No obstante, la
actividad antinociceptiva fue moderada y la vitexina no mostré actividad. Sin embargo, Carvalho
Guilhon et al. (2015) encontraron que fracciones de etanol, hexano, acetato de etilo o butanal,
sitosterol y vitexina de P. bleo, si poseian un efecto antinociceptivo central en varios modelos

analgésicos.

Por otro lado, De Castro Campos Pinto et al. (2015) también evaluaron la actividad antinociceptiva,
pero de P. aculeata y encontraron que los extractos presentaban una antinocicepcion central y
periférica sin efecto opioide; ademas encontraron fitoquimicos como isémeros de triptamina, abrina,
mescalina, hordenina, petunidina y quercetina. En P. lychnidiflora, Guerra et al. (2018) encontraron
gue el extracto etandlico de esta especie tiene un efecto analgésico similar al ibuprofeno que podria

estar condicionado por la presencia de alcaloides, taninos y esteroles.

Finalmente, en otro estudio de Castro Campos Pinto et al. (2015) se investigé la actividad

antiinflamatoria topica de la fraccién de hexano obtenida del extracto metandlico de hojas de P.
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aculeata en modelos animales de dermatitis de oido aguda y crénica. Entre los resultados
encontraron que se redujo el proceso inflamatorio evaluado mediante la reduccion de los niveles de
citocinas IL-6 y TNF-a y glucocorticoides. Por lo tanto, esta especie posee actividad contra

enfermedades inflamatorias agudas y crénicas.

Las hojas y frutos de P. sacharosa se emplean para tratar trastornos de la piel y el dolor de oido,
mientras que las espinas se utilizan contra el dolor muscular (Hajdu & Hohmann, 2012). En un
estudio realizado por Ruiz-Velasco-Martinez et al. (2022), se evalué la actividad antinociceptiva de
P. sacharosa evaluada mediante la prueba de formalina en ratones, y se encontré que el extracto
etanolico y dos fracciones de dicho extracto de P. sacharosa poseen dicha actividad tanto en las
fases neurogénica como inflamatoria. Ademas, identificaron la presencia de camferol, un flavonoide
al que se le atribuye tanto actividad antinociceptiva como antiinflamatoria. Sin embargo, no existe
informacion sobre la actividad antiinflamatoria y neuroprotectora de P. sacharosa, pero para otras

plantas del mismo género, ya se han evaluado dichas capacidades.

1.1.3. Composicién quimica del género Pereskia

En las plantas mas comunes de Pereskia, como P. aculeata, P. bleo y P. grandifolia, se han realizado
estudios para evaluar los metabolitos presentes en éstas; en general, se han identificado esteroles,
carotenoides, compuestos fendlicos y alcaloides (Agostini-Costa et al., 2012; Egea & Pierce, 2021;
Guerra et al., 2018; Nurestri et al., 2009; Zareisedehizadeh et al., 2014).

Las hojas de P. aculeata son una fuente abundante de vitamina C, carotenoides (a y B-carotenos, a
y B-criptoxantinas, luteina y zeaxantina) y xantofilas (Agostini Costa etal., 2012). Entre los
compuestos bioactivos reportados para las hojas de P. aculeata se encuentran fitoesteroles como
estigmasterol, sitosterol y 24-metilcolesterol, asi como compuestos fendlicos tales como el acido
caftarico, la rutina y la narcisina (Egea & Pierce, 2021). Ademas, el aceite esencial contiene
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, hidrocarburos vy fitol; compuestos que

comunmente se encuentran en hierbas culinarias y de la medicina tradicional (Egea & Pierce, 2021).

Por otro lado, P. bleo también posee una alta cantidad de metabolitos bioactivos como alcaloides
(tiramina, 3-metoxitiramina y 3,4-dimetoxi-B-feniletilamina), flavonoides (vitexina), fitoesteroles
(glucésido de [-sitosterol, campesterol y estigmasterol), lactonas, compuestos fendlicos (2,4-
ditertbutilfenol, a-tocoferol, catequina, epicatequina, quercetina y miricetina), terpenoides (fitol) y

carotenoides (luteina y zeaxantina) (Zareisedehizadeh et al., 2014).
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En P. grandifolia se han encontrado -sitosterol, fitona y 2,4-ditertbutilfenol, compuestos presentes
en extractos evaluados para su capacidad antioxidante (Nurestri et al., 2009). Finalmente, en P.

lychnidiflora se han encontrado alcaloides, taninos y terpenoides (Guerra et al., 2018).

Todos los metabolitos mencionados son fitoquimicos que pueden proporcionar beneficios a la salud
con respecto al cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, hipertension arterial,
enfermedades inflamatorias, infecciones y enfermedades mentales, entre otras (Dillard & German,
2000).

1.2. Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El cultivo de tejidos vegetales se refiere al conjunto de técnicas que permiten cultivar cualquier parte
de una planta (células, tejidos u érganos) en medios artificiales, en condiciones asépticas y en
entornos controlados (Loyola Vargas & Ochoa Alejo, 2018). Este conjunto de técnicas surgié como
un enfoque experimental para demostrar la teoria celular, que establece que el concepto de
totipotencia (potencial genético de una célula para generar un organismo multicelular completo)
(Loyola Vargas & Ochoa Alejo, 2018).

Para realizar este tipo de cultivos se requiere de un medio de cultivo altamente nutritivo, asi como el
uso de reguladores de crecimiento vegetal (RCV), también conocidos como fitohormonas, las cuales
son determinantes para el establecimiento exitoso de cultivos de tejidos vegetales (Neumann &
Jafargholi Imani, 2009). Mediante el uso de los RCV en diferentes combinaciones y concentraciones,
se puede controlar la morfogénesis en los cultivos, ya que permite la regeneracion de plantas
enteras, el cultivo exclusivo de ciertos drganos como raices, el cultivo de tejido calloso, la
diferenciacion en érganos de distintos explantes (organogénesis), la desdiferenciacion a embriones
(embriogénesis), asi como el cultivo de células vegetales en suspensién (Neumann & Jafargholi
Imani, 2009).

Estos cultivos proporcionan una nueva tecnologia para realizar mejoras genéticas de plantas,
conservacion de germoplasma y produccién de un amplio nimero de variedades nuevas y libres de
enfermedades; asi como la produccion de semillas artificiales, productos biofarmacéuticos, proteinas
recombinantes u otras proteinas terapéuticas, plantas transgénicas y vacunas o anticuerpos (Bhatia
& Sharma, 2015).
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1.2.1. Micropropagacién

La micropropagacion, es una técnica que permite la rapida propagacion de individuos genéticamente
idénticos de manera in vitro, es decir en condiciones controladas y asépticas (Cardoso et al., 2018).
De esta forma, un solo explante puede generar un gran nimero de plantas y, ademas, se necesita

relativamente poco espacio (Cardoso et al., 2018).
La micropropagacion es un proceso de varios pasos (Saran et al., 2013):

e Etapa O: es la etapa preparatoria para proporcionar explantes de calidad de una planta de
invernadero o de campo.

e FEtapa 1: inicio de cultivos asépticos, lo que involucra la desinfeccion de los explantes a
utilizar, o bien, se puede iniciar a partir de cultivos que ya se encuentren in vitro.

e Etapa 2: multiplicacion, generacién de brotes a partir de los explantes, ya sea por
organogénesis, embriogénesis o a partir de meristemos.

e Etapa 3: climatizacién y enraizamiento de brotes formados in vitro.

o Etapa 4: trasplante, transferencia de plantas a invernadero o condiciones de campo.

1.2.2. Cultivo de tejido calloso

El tejido calloso es una masa irregular de tejido parenquimatoso con meristemos, o bien, con células
indiferenciadas (Bhatia, 2015). Este tipo de tejido carece de una estructura organizada, pero si puede
llegar a mostrar diferenciacion celular; ademas, suelen ser muy heterogéneos, ya que los callos de
un mismo explante pueden presentar variaciones en cuanto a color, textura, contenido de agua y
potencial morfogénico, y esto depende del explante, las condiciones de cultivo y el paso del tiempo
(Saran et al., 2013).

En la naturaleza, varias plantas desarrollan tejido calloso debido a la alteracion en los niveles
enddgenos de sus RCV causados por la cicatrizacién de lesiones en los tejidos, infecciones por
microorganismos, (como la agalla de la corona causada por Agrobacterium tumefaciens) o
recombinaciones genéticas especificas (tumores genéticos) (Neumann & Jafargholi Imani, 2009).
Por lo tanto, cuando se quiere establecer un cultivo de callos in vitro, se debe aplicar uno o mas RCV
en el medio de cultivo y el callo comienza a formarse donde se realizaron los cortes del explante
(lesiones) (Dar et al., 2021). Cuando ya existe suficiente tejido calloso, este se separa del explante
original y se transfiere a un medio fresco de la misma composicién (Neumann & Jafargholi Imani,
2009; Saran et al., 2013).

El tejido del callo puede volverse progresivamente friable con subcultivos repetidos en medio de

cultivo (Saran et al., 2013). La friabilidad, consiste en la capacidad del callo para disgregarse o bien,
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para que las células se separen unas de otras facilmente (Dar et al., 2021). Esta capacidad es
deseable para el mantenimiento del tejido y producir una suspensién celular fina en un medio liquido
(Saran et al., 2013).

Los cultivos de callos tienen varias aplicaciones, algunas de ellas es que sirven como material inicial
para cultivos en suspension (Partap etal., 2022), proporcionan un sistema para estudios
morfogenéticos y fisiologicos (Bhatia & Sharma, 2015), y producen metabolitos secundarios con
actividad biol6égica que pueden ser iguales a los de la planta completa (Li et al., 2022). Ademas, con
la ingenieria genética, también es posible obtener plantas y callos modificados que puedan producir,
en mayor cantidad, distintos compuestos bioactivos, proteinas (incluidos anticuerpos, sustitutos de
sangre y vacunas) (Bhatia & Dahiya, 2015). Recientemente, la produccién de proteinas y
compuestos bioactivos en plantas transgénicas se ha convertido en una alternativa viable a los
sistemas de produccién convencionales, como la fermentacion microbiana o el cultivo de células de
mamiferos (Bhatia & Dahiya, 2015). Estas aplicaciones se han logrado llevar a escala industrial
(Bhatia & Sharma, 2015).

1.2.3. Cultivos de tejido calloso en plantas del género Pereskia

De Aguiar Lage et al (2015), establecieron un cultivo de callos con hojas de P. aculeata en medio
suplementado con el RCV &cido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxilico (Picloram). Obtuvieron
callos friables y pigmentados de color rojo, los cuales fueron utilizados para establecer un cultivo de
células en suspensién y, ademas, obtener y caracterizar betalainas, proporcionando asi una nueva
fuente de produccion de betalaina con fines comerciales. Por otro lado, el uso de Picloram junto con

6-bencilaminopurina (BAP) o cinetina indujo la oxidacion celular del tejido calloso.

Macias Martinez (2017) establecié cultivos de callo en P. sacharosa y P. lychnidiflora. Para P.
sacharosa obtuvo tejido friable con acido naftalenacético (ANA) vy tidiazurén (TDZ); el color de los
callos vari6é desde amarillo hasta verde en un mismo cultivo. Para P. lychnidiflora, el tejido tuvo un

crecimiento muy lento y con poca friabilidad.

1.3. El lipopolisacarido de las bacterias Gram-negativas

El LPS, también denominado endotoxina, es el componente principal de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas, como E. coli (Raetz & Whitfield, 2002). Estas moléculas, cargadas
negativamente consisten en un lipido conservado y polisacaridos u oligosacaridos unidos a este

dominio, por lo que se considera un glicolipido complejo, el cual participa en varias funciones de la
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bacteria como en la virulencia, interaccion huésped-patégeno, permeabilidad de la membrana

externa y resistencia a antibiéticos. (Raetz & Whitfield, 2002).

Las bacterias Gram-negativas tienen dos membranas separadas entre si por un espacio acuoso,
denominado periplasma (Sperandeo et al., 2019). La membrana citoplasmatica o interna es una
bicapa de fosfolipidos clasica, mientras que la membrana externa es altamente asimétrica, contiene
fosfolipidos en la valva interna y LPS en la valva externa, el cual cubre méas del 90% de su superficie
(Sperandeo et al., 2019). Una de las funciones de la membrana externa es servir como la primera
barrera fisica, proporcionando a las bacterias proteccion contra agentes antibacterianos (Rosenfeld
& Shai, 2006).

El LPS es el principal responsable de las propiedades distintivas de permeabilidad de la membrana
externa, es eficaz contra muchas moléculas toxicas y proporciona resistencia a una gran cantidad
de antibiéticos; ademas de ser un factor de virulencia importante y juega un papel preponderante en

la interaccion huésped-patdgeno al modular la respuesta inmune innata (Sperandeo et al., 2019).

1.3.1. Estructura del LPS

El LPS esta organizado en tres dominios estructurales: lipido A, un oligosacarido central o ntcleo de
oligosacaridos y un antigeno O altamente variable, compuesto de unidades de oligosacarido

repetidas, que puede o no estar presente (Figura 2) (Bertani & Ruiz, 2018).

El lipido A es la seccién hidréfoba que ancla el LPS a la valva exterior de la membrana externa
(Raetz et al., 2009). Por ejemplo, en E. coli, la membrana externa consiste de un disacarido de
glucosamina que se fosforila en las posiciones 1y 4y contiene seis cadenas de acilo unidas mediante
un enlace amida y un enlace éster (Raetz et al., 2007). Este lipido A es la porcién mas conservada
de la molécula, aunque existen variaciones entre especies con respecto a la longitud y el nimero de
cadenas de acilo (Raetz et al., 2007, 2009).

El nucleo de oligosacaridos estd unido covalentemente al lipido A y, a menudo, se divide en un
ndcleo interno y un nicleo externo (Simpson & Trent, 2019). La estructura quimica del ndcleo externo
es variable, mientras que el nlcleo interno esta conservado, ya que contiene al menos un residuo
de acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosénico (Kdo), que une el nicleo interno al lipido A (Bertani &
Ruiz, 2018). Este nucleo es la parte del LPS mas importante ya que es el responsable de las
funciones de permeabilidad de la membrana, resistencia a antibiéticos es interaccion huésped-

patégeno (Bertani & Ruiz, 2018).

El antigeno O, esta compuesto por unidades repetidas de uno a seis residuos diferentes de

oligosacaridos (Bertani & Ruiz, 2018). Esta parte estd expuesta al entorno extracelular y es
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responsable de las propiedades inmunogénicas; ademas, es la parte mas variable; existen bacterias

gue no presentan antigeno O en sus LPS (Bertani & Ruiz, 2018).
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Figura 2. Estructura general del LPS. Outer core, es el nicleo externo de la molécula, su
estructura es variable y puede contener o no al antigeno O. Inner core, es el nlcleo interno de la
molécula y se encuentra mas conservado que el ndcleo externo ya que contiene moléculas de Kdo
que se unen al lipido A. Tomado de: Sweeney & Lowary, 2019.

La biosintesis de LPS comienza en la interfaz citoplasmética de la membrana interna y luego se
transporta a la externa, por medio de una serie de pasos enzimaticos que conforman la via de Raetz
(Simpson & Trent, 2019). Primero se produce el lipido A en la membrana interna, para después
unirse al nucleo de oligosacéaridos produciendo un lipooligosacérido (LOS) (Simpson & Trent, 2019).
Los precursores del antigeno O se sintetizan por separado, también en la membrana interna del lado
del citoplasma, y se unen a un transportador lipidico, para después agregarse a LOS en el periplasma
(Sweeney & Lowary, 2019). Las moléculas de LPS o LOS son luego translocadas a la superficie de

la membrana externa por medio de un transportador (Sweeney & Lowary, 2019).

Las propiedades de los LPS afectan la permeabilidad de la membrana externa, la resistencia a los
antibioticos, la virulencia y el reconocimiento por parte del sistema inmunolégico del huésped
(Simpson & Trent, 2019). Debido a los entornos dinamicos en los que se desenvuelve la célula

bacteriana, las bacterias han desarrollado muchas enzimas que modifican la estructura del LPS, lo
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cual, entre otras cosas, mejora las propiedades del LPS y las vuelve mas resistentes a los antibiéticos
(Simpson & Trent, 2019).

1.3.2. Funciones del LPS en la bacteria

La complejidad estructural del LPS refleja las muchas funciones que realiza esta molécula en la
célula bacteriana. Una de sus funciones principales es su papel en la permeabilidad de la membrana
externa gracias a su naturaleza anfipatica; el lipido A, al ser hidréfobo, proporciona una barrera al
flujo de moléculas hidrdfilas, mientras que el ndcleo de oligosacaridos y el antigeno O son hidréfilos,
y proporcionan una barrera contra el paso de compuestos hidréfobos (Nikaido, 2003). Ademas, se
cree que las cadenas alifaticas del LPS, las cuales estan completamente saturadas, crean un interior
lipidico de baja fluidez y contribuyen aiin mas a la baja permeabilidad de los solutos hidréfobos
(Nikaido, 2003). De la misma forma, las propiedades de la membrana externa también son
consecuencia de la capa compacta de moléculas de LPS unidas por la accién de los cationes
divalentes Mg%* y Ca?*, los cuales contrarrestan la repulsion entre los fosfatos cargados
negativamente; esto permite a las bacterias Gram-negativas colonizar muchos ambientes diferentes
(Carpenter et al., 2016).

Las moléculas de LPS participan en las interacciones huésped-patdgeno. El antigeno O, la porcion
mas externa y variable de la molécula, protege a las bacterias de la fagocitosis y la lisis; el lipido A
es reconocido por el sistema inmunoldgico innato que inicia una cascada de sefiales que conduce a
la produccién de citocinas inflamatorias, proceso importante para la eliminacion de la infeccion
(Kagan, 2017). Por lo tanto, el LPS es un patron molecular asociado a patégenos bien caracterizado,
es decir, es la “firma” de las bacterias Gram-negativas, interpretada por el sistema inmunolégico
como un signo de infeccién (Kagan, 2017). Este proceso se explicara con mas detalle
posteriormente. No obstante, es importante destacar que las modificaciones al LPS, en bacterias
como Pseudomonas aeruginosa, pueden proporcionar la capacidad de evadir el reconocimiento por

el sistema inmunoldégico y mejorar la virulencia del patégeno (Maldonado et al., 2016).

Sumado a las propiedades anteriores, la membrana externa de las bacterias Gram-negativas sirve
como la primera barrera que encuentran los péptidos antimicrobianos (liberados por el sistema
inmunoldgico del huésped) y los antibiéticos, por lo que necesitan atravesarla para alcanzar la
membrana interna (Peschel & Sahl, 2006). Inicialmente, estos compuestos interactlian con el exterior
del LPS vy, al ser anfipaticos o catiénicos, desplazan competitivamente los cationes divalentes que
neutralizan la carga negativa del LPS (Moffatt et al., 2019). Posteriormente, se insertan en la
membrana formando poros y comprometiendo su permeabilidad, lo que permite su entrada y la

ruptura de la membrana interna dando lugar a la lisis celular (Moffatt et al., 2019).
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1.3.3. EI LPS en E. coli

E. coli es una bacteria Gram-negativa la cual ha sido utilizado como un modelo clasico en estudios
biolégicos y biotecnoldgicos. Ademads, esta bacteria es parte de la flora intestinal de los seres
humanos y algunos animales, sin embargo, existen cepas de E. coli patogénicas, responsables de

una gran variedad de infecciones (Chaudhuri & Henderson, 2012).

El tratamiento terapéutico de las infecciones por E. coli se ve amenazado por la aparicién de

resistencia a los antibidticos gracias a las modificaciones al LPS (Paitan, 2018).

Dada la variabilidad del antigeno O, el LPS se utiliza para identificar cepas distintas de la misma
bacteria a través de la serotipificacién (Liu et al., 2020). Existen cepas de E. coli que no sintetizan el
antigeno O, principalmente las utilizadas en laboratorio, las cuales se denominan cepas "rugosas”,
contrario a las cepas "suaves" de tipo silvestre (Liu et al., 2020). El antigeno O esta expuesto en la
superficie celular y es altamente inmunogénico, por lo que también es un factor de virulencia
importante (Liu et al., 2020).

1.3.4. El LPS y larespuesta inflamatoria

Al ser la parte conservada del LPS, el lipido A es detectado por el receptor tipo-“Toll” 4 (TLR4, por
sus siglas en inglés, toll= vigilante) asociado al factor de diferenciacion mieloide 2 (MD2, por sus
siglas en inglés), los cuales forman un complejo proteico transmembranal, dando el inicio de la
respuesta inflamatoria innata (Aldapa Vega et al., 2016). En los macréfagos, la activacion del TLR4
desencadena la biosintesis de diversos mediadores de la inflamacién, como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a, por sus siglas en inglés) y la interleucina 1B (IL-18), ademas de activar la
produccion de moléculas coestimuladoras necesarias para la respuesta inmune adaptativa (Aldapa
Vega et al., 2016). Todos estos eventos son indispensables para eliminar infecciones locales (Aldapa

Vega et al., 2016; Kagan, 2017). Un resumen de este proceso se muestra en la Figura 3.

25



TLR4/MD2

‘aspasc 4,5 0r11

%
74V

inflammasome

\

IFN-inducible Pyroptosis
cytokines
nucleus

MYD88- MYD88-
dependent independent

Pro-inflammatory
cytokines

Figura 3. Respuesta inflamatoria al LPS dentro de la célula. El LPS esta representado por las
estructuras color gris unidas a TLR4/MD2 (color morado) en la membrana celular; esta accion
desencadena una serie de eventos dependientes o independientes de MyD88 que resultaran en la
transcripcion y traduccion de citocinas proinflamatorias, citocinas inducibles por IFN, asi como
factores de transcripcién de éstas. Por otro lado, el LPS (gris) dentro de la célula desencadena la
via del inflamosoma a través de caspasas que terminan en piroptosis. TLR4= receptor tipo-“Toll” 4;
MD2= factor de diferenciacién mieloide tipo 2; MyD88-dependent= via dependiente de la respuesta
primaria de diferenciacion mieloide 88; MyD88-independent= via independiente de MyD88; IFN=
interferon. Tomado de: Simpson & Trent, 2019.

Inicialmente, el LPS se extrae de la membrana externa de la bacteria por la proteina de unién a LPS
(LBP, por sus siglas en inglés). Después, la LBP transfiere el LPS a su receptor, la proteina de
diferenciacion CD14, una glicoproteina de superficie de la membrana en las células del huésped.
CD14 divide al LPS en moléculas monomeéricas y las presenta al complejo TLR4/MD2. Debido a su
naturaleza anfipatica, las moléculas de LPS, forman grandes agregados en ambientes acuosos y por
eso requieren de las proteinas accesorias, LBP y CD14 antes de su presentacion a TLR4/MD2. CD14
también juega un papel fundamental en la endocitosis del complejo TLR4-MD2/LPS y en la

sefializacion intracelular posterior (Cochet & Peri, 2017; Raetz & Whitfield, 2002).

La formacion del complejo TLR4-MD2/LPS, da como resultado la dimerizacion del dominio citosoélico
de homologia Toll/IL-1R (TIR) y su acumulacién en la membrana celular. Los dominios TIR inician la
respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (MyD88, por sus siglas en inglés)-dependiente de
sefializacion mediante una proteina adaptadora del dominio TIR (TIRAP, por sus siglas en inglés),
que promueve las respuestas inflamatorias dependientes del factor nuclear potenciador de las

cadenas ligeras Kk de las células B (NF-kB, por sus siglas en inglés) (Park & Lee, 2013).
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En ausencia de LPS el NF-kB se encuentra en forma inactiva unido a un inhibidor (INF-kB). Tras la
formacion de la via dependiente de MyD88, enzimas quinasas rompen el INF-kB formando el NF-kB
y lo activan. Posteriormente, se transloca al ntcleo donde se une a la regién promotora de los genes
de respuesta inflamatoria generando la trascripcion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-
a) (Park & Lee, 2013; Romero Hurtado & Iregui, 2010).

Por otro lado, se activa una via independiente de MyD88 por medio de la proteina adaptadora
asociada al dominio TIR inductora de interferén 8 (TRIF, por sus siglas en inglés) por medio de la
molécula adaptadora relacionada con el TRIF (TRAM, por sus siglas en inglés). Esto concluye en la
activacion del NF-kB y la transcripcion de interferones tipo | (a, B1ay B1b) (Park & Lee, 2013; Romero
Hurtado & Iregui, 2010).

Otra respuesta del sistema inmunolégico al LPS es la formacion de un inflamosoma. Los
inflamosomas son complejos multiproteicos que se ensamblan en el citosol en respuesta a la
invasion microbiana o dafio celular e inducen la muerte celular y la liberacién de IL-1B, la cual es
conocida como piroptosis. Este proceso se realiza a través de caspasas, las cuales se activan por
medio de vesiculas de la membrana externa extracelular que se desprenden de las bacterias Gram-
negativas durante la replicacion y son reconocidas por una citocina llamada interferén (INF, por sus
siglas en inglés) (Barker & Weiss, 2019).

La finalidad de las vias mencionadas anteriormente es provocar una respuesta inmune innata para
prepararse ante una infeccion y eliminarla, asi como a las células ya infectadas; asi como activar la
respuesta adaptativa para reconocer futuras infecciones (Raetz & Whitfield, 2002). Una respuesta
inflamatoria exacerbada sistémicamente puede provocar una sepsis, en donde las citocinas y
factores de coagulacién pueden dafar los vasos sanguineos y provocar un choque séptico,

acompafiado de coagulacion intravascular diseminada y fallo multiorganico (Raetz & Whitfield, 2002).

1.4. La neuroinflamacion

La inflamacidn es un proceso biolégico clave en respuesta a las lesiones, infecciones y traumas que
sufren las células o los tejidos (Shabab et al., 2017). No obstante, en el SNC, puede ser un factor
que contribuya negativamente a los trastornos cerebrales. Por lo tanto, las neuronas realizan
esfuerzos neuroprotectores para combatir el lado negativo de la inflamacién al eliminar los desechos

celulares y regular la secrecion de moléculas inflamatorias (Shabab et al., 2017).

Muchas investigaciones en los (ltimos afios se han dedicado a investigar como ocurre la respuesta
inflamatoria en el SNC, ya que el conocimiento de las cascadas de eventos involucrados en

enfermedades neurodegenerativas crénicas de progresion lenta ha sido fundamental para el
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descubrimiento de tratamientos farmacolégicos para estas (enfermedad de Alzheimer, Parkinson,

Huntington, esclerosis, etc.) y otras enfermedades inflamatorias (Schain & Kreisl, 2017; Wood, 2003).

1.4.1. Respuesta neuroinflamatoria

La neuroinflamacion es una respuesta que involucra a todas las células presentes en el SNC, y en
particular a las células gliales (Yang & Zhou, 2019). La neuroinflamacién estd mediada por la
produccion de citocinas, quimiocinas, especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
y mensajeros secundarios, los cuales son producidos por la glia (microglia y astrocitos), las células

endoteliales y las células inmunitarias (Yang & Zhou, 2019).

La microglia son los macrofagos cerebrales clave en la inflamacion; ésta se activa en presencia de
patégenos, dafio tisular, neurotoxinas, infecciones o lesiones (Yang & Zhou, 2019). Después de
activarse la microglia, prolifera, realiza fagocitosis, presenta antigenos a las células T y activa varios
genes y proteinas, incluyendo mensajeros como el 6xido nitrico y las prostaglandinas, el factor de
transcripcion NF-kB, citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a y ROS, entre otros
compuestos que causan disfuncion neuronal y muerte celular (DiSabato et al., 2016). En términos
de neuroinflamacion crénica, estas células pueden permanecer activas durante periodos

prolongados (DiSabato et al., 2016).

La microglia activada puede eliminar patégenos y también producir muerte neuronal mediante
fagocitosis; ademas, muchas vias proapoptéticas estan mediadas por moléculas de sefializacién que
se producen en exceso, lo cual sugiere que la neuroinflamacién podria influir directamente en la

apoptosis neuronal y activar la microglia (Shabab et al., 2017).

La respuesta inflamatoria comienza con los receptores TLR, tal como TLR4 para el LPS. Por lo tanto,
se activa la via de NF-kB, formando una cascada que comienza fuera de las células y termina en el
ndcleo celular, incrementando la sintesis de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. En todas las
células eucariotas, la mayoria de las sefales extracelulares, incluidas las infecciones, otras citocinas
inflamatorias y situaciones de estrés, pueden activar NF-kB para controlar procesos como la
inflamacion, la apoptosis, la inmunidad y la supervivencia celular. No obstante, la activacion de NF-
KB en las células gliales juega un papel neurodegenerativo importante al eliminar también a las

neuronas sanas (Shabab et al., 2017).

Las funciones de la microglia relacionadas con la respuesta inmune innata estan asociadas con la
sefializacion de TNF-a y su regulacion tanto en la inflamacion como en la apoptosis. Se han
observado aumentos de TNF-a e IL-1B antes de la muerte neuronal, debido a la activacion

exacerbada de la microglia y la respuesta inflamatoria cronica (Shabab et al., 2017).
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Alternativamente, la actividad de la respuesta inmune en el SNC se puede valorar mediante la
activacion de la expresion del gen cFos, un gen de respuesta temprana inducido por una amplia
gama de estimulos y se ha utilizado como un marcador de la actividad neural. Esto se debe a que
las sustancias que interactdan con receptores en la membrana celular pueden alterar los niveles de
segundos mensajeros, mediante la modulacién de cambios en las tasas de fosforilacion o
alteraciones en la entrada de iones como calcio (Ca?'), lo que induce la expresién de genes
especificos (Joo et al., 2016; Sheng & Greenberg, 1990). Se ha evaluado la actividad de cFos en el
aprendizaje (Jaworski et al., 2018), las adicciones (Cruz etal.,, 2015) y en enfermedades
neuroinflamatorias y neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Herrera & Robertson,
1996; Huffman et al., 2019); todo esto mediante analisis de hibridacion in situ e inmunohistoquimica
(Berghorn et al., 1994).

1.4.2. Papel del LPS en la neuroinflamacién

Launion de LPS a TLR4 en la superficie de la microglia activa varias vias de transduccién de sefales,
incluidas la via dependiente e independiente de MyD88, entre otras vias como la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés), que al final, conducen a la activacion de
NF-kB y a su vez, a la produccién de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y enzimas como la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS, por sus siglas en inglés) y ciclooxigenasas para la sintesis de
prostaglandinas (COX-1 y COX-2), que en conjunto dan como resultado neuroinflamacién (Alvares
Batista et al., 2019; Hoogland et al., 2015).

En resumen, LPS induce la produccion de citocinas como IL-1B, IL-6, IL-2, IL-18 y TNF-a; glutation,
quimiocinas, NF-KB, iNOS, entre otras (Lopes, 2016; Nava Catorce & Gevorkian, 2016).

1.5. Estructuras importantes en el SNC
1.5.1. Ventriculos cerebrales

El sistema ventricular se compone de un conjunto de cavidades contiguas que producen y circulan
al liquido cefalorraquideo (LCR) dentro del cerebro (Brodbelt & Stoodley, 2007). EI LCR se produce
dentro del sistema ventricular por células ependimales especializadas conocidas como plexo
coroideo (Sakka et al., 2011). Este liquido viaja a través del sistema ventricular de forma rostro
caudal unidireccional, pasando por el orificio del acueducto mesenfalico de Silvio, y finalmente, el
cuarto ventriculo se comunica con el espacio subaracnoideo craneal y espinal, que es la ubicacion
predominante de la reabsorcion del LCR (Brodbelt & Stoodley, 2007).
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El tercer ventriculo se encuentra rodeado por los ntcleos mediales de cada talamo y el hipotalamo,
especificamente el ndcleo arcuato del hipotalamo (Stratchko et al., 2016). Los cuerpos de los
ventriculos laterales estan situados por encima del tAlamo, mientras que el piso se compone de

varias estructuras, incluido el hipocampo (Scelsi et al., 2020; Stratchko et al., 2016).

El LCR sirve para muchos propdsitos, incluida la proteccion mecanica y la regulacion de la
homeostasis; sin embargo, otra de sus funciones importantes es permitir el movimiento de
metabolitos, toxinas y nutrientes, como el LPS, asi como los metabolitos de extractos vegetales con
actividad bioldgica (Brodbelt & Stoodley, 2007). Esto se debe a que los ventriculos estan revestidos
por una capa continua de células ependimarias y tanicitos, los cuales son células gliales expuestas
al LCR y tienen acceso a los metabolitos y hormonas del plasma, a través de capilares fenestrados
(Goodman & Hajihosseini, 2015). De hecho, algunos tanicitos actiian como conductos para el trafico

de estas moléculas hacia el parénquima cerebral (Goodman & Hajihosseini, 2015).

1.5.2. Hipotalamo y nucleo arcuato

El hipotalamo es una seccion ubicada en la base del cerebro, cercana al tercer ventriculo que
controla procesos fisioldgicos incluida la homeostasis del equilibrio energético, los ritmos circadianos
y las respuestas al estrés, asi como los comportamientos reproductivos y de crecimiento,
principalmente a través de hormonas. Sus funciones van de la mano con la hipéfisis productora de
hormonas (Burbridge et al., 2016). Ademas, el tAlamo, en general, es una estacion de retransmision

clave para la transmisién de informacion nociceptiva a la corteza cerebral (Yen & Lu, 2013).

El nucleo arcuato se localiza en el hipotalamo mediobasal y forma una entidad morfolégica y
funcional con la eminencia mediana (Korf & Mgller, 2021). Este contiene varios tipos de neuronas
que controlan la liberacién de prolactina, la ingesta de alimentos y el metabolismo y se encuentran
adyacentes a la pared del tercer ventriculo, lo que facilita el intercambio de sefiales desde y hacia el
LCR a través de los tanicitos (Korf & Mgller, 2021).

1.5.3. Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral temporal perteneciente al I6bulo limbico, cuya formacion
del hipocampo sobresale en el suelo del ventriculo lateral y esta formado por tres subcampos
principales (CA1, CA2 y CA3) (Tatu & Vuillier, 2014). Esta fundamentalmente involucrado en el
procesamiento de la memoria, el aprendizaje, las emociones y la informacion espacial (Schultz &
Engelhardt, 2014). Ademas, juega ciertos papeles en la regulacién de la ingesta de alimentos, asi

como en las actividades cognitivas (Stevenson & Francis, 2017).
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2. JUSTIFICACION

La respuesta inflamatoria es una reaccién fisiopatolégica normal de un organismo al dafio causado
por diversas causas de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o psicolégica. No obstante, las
enfermedades inflamatorias, incluidas las neurolégicas, son una respuesta excesiva o cronica a
dicho proceso, por lo que muchas investigaciones estan destinadas a la busqueda de tratamientos

preventivos y curativos ante este tipo de enfermedades.

Por otro lado, el uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas patologias es bien
aceptado alrededor del mundo. En particular, las especies del género Pereskia son utilizadas en
varias regiones del continente americano para tratar heridas en la piel, enfermedades
gastrointestinales e incluso se utiliza para el tratamiento del cAncer. Esto se debe al perfil fitoquimico
de las plantas medicinales, ya que poseen diversos tipos y cantidades de metabolitos secundarios
que tienen actividad biolégica en el cuerpo humano con una gran variedad de aplicaciones. La
informacion sobre la actividad bioldgica, especialmente la actividad antiinflamatoria, que tiene P.
sacharosa es limitada, por lo que la informacién obtenida en la presente tesis sentara las bases para

investigaciones futuras.

Los objetivos y metas de éste proyecto se posicionan en el objetivo tres sobre “Salud y bienestar” de
los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU), el cual
corresponde a “garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades”,
con el cual se busca reducir la mortalidad de una gran variedad de enfermedades, asi como mejorar
el acceso a la salud en paises vulnerables por ingresos y carencias sociales. De la misma forma, se
ubica también dentro del objetivo: “Salud: promocién de la salud, medicina preventiva y atencion
médica, primordialmente en céancer, diabetes y obesidad, salud comunitaria, medicina natural,
insuficiencia renal crénica, inmunoterapias y enfermedades cardio y cerebro-vasculares” de los
Programas Nacionales Estratégicos (PRONACES) del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT)

El estudio de los metabolitos secundarios en plantas medicinales, ademas de justificar el uso de
dichas plantas, contribuira al interés comercial, principalmente en el area farmacéutica. Este tipo de
plantas pueden ser utilizadas como nutracéuticos, o bien, pueden utilizarse como biofabricas de
metabolitos secundarios, que posteriormente sean utilizados como farmacos para tratar diversas

enfermedades.

Ademas, existen técnicas biotecnoldgicas que tienen la finalidad de preservar especimenes que se
encuentran en el ecosistema, tal es el caso de los cultivos in vitro de plantas y tejido calloso de éstas,
el cual tiene la capacidad de crecer en cortos periodos de tiempo y ademas sintetizar los metabolitos

secundarios presentes en la planta completa que puedan tener actividad biolégica. Esto se ubica
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dentro del objetivo 15 “Vida de Ecosistemas Terrestres” de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de
la ONU, en donde una de sus metas es “poner freno a la pérdida de la diversidad biolégica” entre
otras acciones; asi como el objetivo “Sistemas socioecoldgicos y sustentabilidad” de PRONACES-
CONACYyT.

Dicho esto, es relevante realizar un analisis del perfil fitoquimico de P. sacharosa con la finalidad de
identificar los metabolitos secundarios presentes en ésta. Este andlisis puede realizarse mediante
diversas técnicas cromatograficas simples y complejas. Ademas, es necesario evaluar la actividad
antiinflamatoria en los extractos de P. sacharosa y estudiar los mecanismos de accion en la que P.
sacharosa actla frente al LPS, una molécula potente capaz de ocasionar una respuesta inflamatoria
severa en modelos murinos. Adicionalmente, se pueden realizar analisis histolégicos y de
inmunohistoquimica para identificar las regiones de respuesta a P. sacharosa en el SNC de ratones
con LPS.

Ambos resultados posicionan a P. sacharosa como una nueva alternativa para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias, incluidas aquellas que afectan al sistema nervioso.
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3. HIPOTESIS

El extracto etandlico y las fracciones de P. sacharosa poseen actividad antiinflamatoria en el SNC
de ratas Wistar y de las cepas murinas CD1 y C57BL/6JN en respuesta al LPS de E. coli (0127:B8).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico y de las fracciones de P. sacharosa en el
SNC de ratas Wistar, ratones CD1 y C57BL/6JN expuestos al LPS de E. coli (O127:B8).

4.2. Objetivos Especificos

e Establecer cultivos in vitro de callos de P. sacharosa mediante el uso de RCV.

e Separar e identificar compuestos fenolicos en el extracto etandlico de callos y hojas de P.
sacharosa por métodos cromatograficos.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico y de las fracciones obtenidas de P.
sacharosa en el SNC de ratas Wistar y las cepas CD1 y C57BL/6JN de ratones expuestos al
LPS de E. coli, grado reactivo 0127:B8.

¢ Identificar el ARN mensajero para cFos, como gen de respuesta temprana en el SNCy de CD14,

como el receptor de LPS activado en el modelo experimental.
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5. METODOLOGIA

5.1. Propagacion in vitro de P. sacharosa

Plantas de P. sacharosa obtenidas in vitro del Banco de Germoplasma de la Universidad Autbnoma
de Aguascalientes fueron utilizadas para su propagacion. Explantes de 5 cm de tallo de plantulas de
P. sacharosa se inocularon en frascos con 100 mL de medio basal Murashige & Skoog (MS)
(Murashige & Skoog, 1962) sélido adicionado con 30 g L! de sacarosa y suplementado con 1.5 mg
L* de benciladenina (BA; PhytoTech Labs®, Kansas, EE. UU.). El pH se ajusté a 5.7 con acido
clorhidrico 0.1 N (HCI, Macron Fine Chemicals™, Estado de México, México) e hidroxido de sodio
0.1 N (NaOH, Productos Quimicos de Monterrey, Monterrey, México) 0.1 N, antes de afiadir 8 g L
de agar (Sigma-Aldrich® Co., Madrid, Espafia) y, posteriormente, los frascos se esterilizaron en una
autoclave LS-B35L (Labtronic Scientific, Ciudad de México, México) a 120 °C y 15 PSI durante 20
min. Se inoculé un explante por frasco, en condiciones asépticas, y se mantuvieron a una
temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 16 h. Se realizaron subcultivos de las plantulas en medio
fresco con la misma composicion cada 21 dias (Galvan, 2016). Estas plantulas se utilizaron para la

induccion de tejido calloso.

5.2. Inducciodn y establecimiento de cultivos in vitro de tejido calloso

Explantes de hoja y tallo de P. sacharosa se inocularon en frascos con 20 mL de medio MS sélido
adicionado con 30 g L de sacarosa y suplementados con 2.41 mg L de acido 4-amino-3,5,6-
tricloropiridin-2-carboxilico (Picloram; Sigma-Aldrich® Co., Dorset, Inglaterra) o 0.5 mg L' de
tidiazurén (TDZ; PhytoTech Labs®, Kansas, EE. UU.) mas 2 mg L de acido naftalenacético (ANA;
Sigma-Aldrich® Co., Misuri, EE. UU.). El pH se ajusté a 5.7 con HCI 0.1 N y NaOH 0.1 N, antes de
afiadir 8 g L* de agar y, posteriormente, los frascos se esterilizaron en autoclave a 120 °C y 15 PSI
durante 20 min. El TDZ se agreg6 después de la esterilizacion ya que es un compuesto termolabil.
Se inocularon diez frascos por tratamiento con tres o cuatro explantes de tallo u hoja por frasco, en
condiciones asépticas, y se mantuvieron a una temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 16 h. Los
callos del mejor tratamiento fueron subcultivados en medio fresco con la misma composicion cada
21 diasy se realizaron dos lotes méas para la induccion de callo en medio MS con el mejor tratamiento
para dar un total de 35 frascos con tallo y 35 frascos con hoja de los tres lotes. Se obtuvo ademas el

porcentaje y tiempo de induccién (Macias Martinez, 2017; Robledo Paz et al., 2006).
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5.3. Cinética de crecimiento del tejido calloso del tallo de P. sacharosa

La cinética de crecimiento se llevo a cabo durante 40 dias, partiendo de un inéculo inicial de 1 g de
callo. Se realiz6 la medicién de peso fresco y peso seco de la biomasa cada 3 dias y se tomaron, al
azar, 3 repeticiones por medicién. La biomasa en seco se obtuvo dejando secar el tejido calloso en

una estufa (Gallenkamp, Cambridgeshire, Inglaterra) a 40 °C durante 48 h.

Se obtuvieron los siguientes parametros cinéticos: velocidad especifica de crecimiento (u, dias™),

calculada mediante la formula u = %Ft/x"), donde At es el intervalo de tiempo de cultivoy Xo y Xr

son el peso de la biomasa en seco inicial y final de la fase exponencial, respectivamente; tiempo de

Ln?2

duplicacion (tq, dias), calculado con la formula t; = 0 e indice de crecimiento (IC) calculado con la

férmula IC = @ Se utilizé el programa GraphPad Prisma 9 para MacOS (Version 9.5.1 [528]).
0

Ademas, se obtuvieron imagenes en un estereoscopio Leica EZ4D (Leica Microsystems Nussloch
GmbH, Alemania) de los explantes iniciales, explantes con callo y callo durante los dias que se llevo

a cabo su cinética de crecimiento.

5.4. Elaboracién de extractos de hojas de la planta aclimatada y de tejido calloso

Las hojas sanas de una planta ex vitro del jardin de la Universidad Auténoma de Aguascalientes
(UAA) se recolectaron cada 15 dias antes de las 9 a.m. durante 8 meses (abril-diciembre 2022). Por
otro lado, tejido calloso de P. sacharosa cultivado in vitro se recolect6 en el dia 30 de su crecimiento.
Posteriormente, todo el material vegetal se secd a 40 °C en estufa (Gallenkamp, Cambridgeshire,

Inglaterra) y se pulverizdé con un mortero.

Para realizar los extractos, el material seco y pulverizado obtenido previamente en el laboratorio, se
dej6 macerar en distintos solventes en gradiente de polaridad: hexano (JT Baker®, EE. UU.),
cloroformo (JT Baker®, EE.UU.), etanol (JT Baker®, EE.UU.) y metanol (JT Baker®, EE.UU.);
durante 24 h cada uno, en agitacion y en condiciones de oscuridad para después ser filtrado con un
papel filtro grado cualitativo (Ahlstrom grado 54, Pensilvania, EE.UU.). El sobrenadante se concentré
en un rotavapor (modelo D-402-10; Sev-Prendo, Puebla, México) a 40 °C y se dejo secar hasta
obtener un extracto seco para cada solvente. Los extractos se mantuvieron en refrigeracion y en

condiciones de oscuridad hasta su uso.
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5.5. Fraccionamiento del extracto etanélico de hojas de P. sacharosa mediante

cromatografia en columna abierta y analisis mediante cromatografia en capa fina (CCF)

La separacion de compuestos del extracto etandlico de hojas de P. sacharosa se llevd a cabo
mediante una cromatografia en columna abierta (altura: 50 cm, didmetro: 4.5 cm y volumen: 500 mL)
con 60 g de silica gel 60 (0.40-0.063 mm, 230-400 mesh, Merck, Massachusetts, EE. UU.) como
fase estacionaria, el cual se prepar6 en 200 mL de cloroformo y se vertid6 en la columna
cromatografica. Se dej6 que la silica gel se asentara uniformemente, sin burbujas, y se dejé que el
nivel de solvente descendiera hasta 0.5 cm aproximadamente por encima de la superficie del gel. Se
introdujeron 1.5 g del extracto etandlico de P. sacharosa en la columna y se colocé una torunda de
algoddn por encima de éste para separarlo del solvente. La columna se llené hasta 500 mL de
solvente. La elucién se llevé a cabo en gradiente de concentraciéon utilizando como fase movil
mezclas de cloroformo: metanol (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 0:100). Se
tomaron fracciones con volimenes de 25 mL y éstas se concentraron en un rotavapor al vacio a 40
°C.

Las fracciones se fueron analizando mediante cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como
fase moévil la misma composicion de solventes con la que fueron recuperados en la columna hasta
que fuera necesario cambiar el solvente. Estas cromatografias se realizaron en placas de aluminio
recubiertas con silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, Alemania). Las placas se revelaron bajo una
lampara de luz ultravioleta (Luz UV, Spectronics Co., Nueva York, EE.UU.) a 254 nm y 365 nm para
revelar compuestos fendlicos diversos (Tabla 1). Posteriormente, se utilizé el reactivo NP/PEG para
revelar flavonoides, el cual consiste en una soluciéon de 2-aminoetildifenilborinato (NP, Sigma-
Aldrich® Co., Manich, Alemania) al 1% en metanol con polietilenglicol (PEG, Sigma-Aldrich® Co.,
Misuri, EE. UU.) al 1%; una vez rociado en la placa cromatogréfica, se observa a luz UV a 365 nm
(Tabla 1). Ademas, se utilizé el reactivo anisaldehido-acido sulfirico (AS) para revelar saponinas y
terpenos o reactivo Liebermann-Burchard (LB) para revelar triterpenos y esteroides. AS consiste en
una solucion de anisaldehido (Sigma-Aldrich® Co., Misuri, EE.UU.) al 0.5%, acido sulfirico (H2SOa,
JT Baker®, México) al 5% y acido acético glacial (JT Baker®, EE.UU.) al 10% en metanol; mientras
que LB consiste en una solucién de anhidrido acético (JT Baker®, México) al 10% con H2SO4 al 10%
en etanol. Las placas reveladas con AS y LB se calentaron en una parrilla hasta observar los colores

de los compuestos (Tabla 1).
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Tabla 1. Reactivos utilizados para revelar grupos de compuestos.

Revelador Compuestos
Luz UV 254 nm Compuestos con dobles e_nlgc_es conjugados como
cumarinas, antraglicésidos y fenoles

Compuestos fluorescentes:
Luz UV 365 nm -Rojo: cumarinas
-Azul: &cidos fenol carboxilicos

Reactivo NP/PEG Flavonoides

Reggtiugean saldehido-4cido Azul-violeta: saponinas y terpenos
sulftrico (AS) -Sap yterp
Reactivo de Lieberman-Burchard -Rojo-violeta: triterpenos

(LB) -Azul-verde: saponinas esteroidales

Finalmente, las fracciones se reunieron segun su similitud en el factor de retencién (Rf, por sus siglas
en ingles) y en los compuestos revelados dando un total de 26 fracciones, las cuales fueron
concentradas y se llevaron a sequedad. Todas las fracciones se analizaron nuevamente mediante
CCF con las siguientes fases moviles: cloroformo:metanol (100:0) para las fracciones F1 a F3;
cloroformo:metanol (98:2) para F3-F6; cloroformo:metanol (90:10) para F6-F14 mas un estandar de
camferol (Sigma-Aldrich® Co., Manich, Alemania) y un control interno; y una CCF en fase reversa
con agua:acetonitrilo (60:40) para F13-F26 mas estandares de camferol-3-O-B-rutinésido (Sigma-
Aldrich® Co., St. Quentin Fallavier, Francia), ligustroflavona (Phytolab GmbH & Co.,
Vestenbergsgreuth, Alemania) y vitexina (Sigma-Aldrich® Co., Minich, Alemania). Se calcularon los
Rf de los estandares utilizados, asi como de los compuestos mas representativos de las fracciones,

mediante la formula Rf = z—;, donde, Rf es el factor de retencién, Ds es la distancia recorrida por el

analito o banda visualizada y Df es la distancia recorrida por la fase movil, por lo que el valor de un

Rf se encuentraentre Oy 1.

Una vez realizado este andlisis, se seleccioné la fraccion 10 (F10) para los bioensayos destinados

al analisis de la actividad antiinflamatoria.

5.6. Analisis de posibles compuestos presentes en el extracto etandlico de hojas, de callos y
F10 de P. sacharosa mediante CCF

Los extractos etandlicos secos de hojas y de callos de P. sacharosa, asi como F10, se analizaron
mediante CCF para observar la similitud de compuestos entre ellos. Se realizaron dos CCF: la

primera se realiz6é en fase normal con cloroformo:metanol (90:10) como fase maovil; se compararon
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los extractos y F10 con un control interno y con un estandar de camferol; las placas fueron reveladas
con luz UV 254 y 365 nm, NP/PEG, AS y LB. La segunda CCF se realiz6 en fase reversa con
agua:acetonitrilo (60:40) como fase movil; se compararon los extractos con estandares de
ligustroflavona, camferol-3-O-B-rutinésido y vitexina; las placas fueron reveladas con luz UV 254 y
365 nm y NP/PEG.

5.7. Analisis del efecto antinflamatorio del extracto etanélico y fracciones de P. sacharosa

en ratones adultos de las cepas CD1y C57BL/6JN, sometidos a neuroinflamaciéon con LPS

5.7.1. Animales

Se utilizaron 12 ratas Wistar macho adultas de 8 semanas de edad con un peso de 270-320 g del
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz (INPRFM) y 75 ratones adultos macho
cepas CD1 y C57BL/6JN de 8 semanas de edad con un peso de 28-30 g. Los animales fueron
aclimatados a condiciones ambientales estandar (luces encendidas entre las 0700 y las 1900 horas,
temperatura 22 °C £ 1 °C, comida y agua ad libitum). Los protocolos siguieron la guia NIH para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (82 ed.), y la Norma Oficial Mexicana para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio NOM-062-ZO0-1999. Todos los protocolos experimentales

fueron revisados y aprobados por el INPRFM.

Todos los tratamientos se administraron via intraperitoneal (ip). Las dosis de LPS (Sigma O127: BS;
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) para ratones y ratas fueron de 150 ug/kg de peso corporal y
250 pg/kg de peso corporal, respectivamente; mientras que la dosis de F10 fue de 30 mg/kg de peso
corporal para ambas especies. Tanto las dosis de LPS como de F10, se disolvieron en 100 pL de
vehiculo por cada ratéon y 250 pL por cada rata. El vehiculo consistié en solucién salina isoténica
(SSI) + Tween 80.

5.7.2. Fluorescencia de F10 al microscopio y su presencia en el cerebro de raton

En un portaobjetos para microscopio de fluorescencia, se colocé una gota de: Tween 80, SSI, F10
disuelta en el vehiculo y almacenada durante 8 semanas a temperatura ambiente, F10 disuelta en
el vehiculo y almacenada durante 1 semana a 4 °C, y F10 recién disuelta en el vehiculo. Todas las
muestras se observaron en un microscopio de fluorescencia LED Leica DM 1000 con objetivos HI
PLAN 10X/0.25, HI PLAN 20X/0.40 o 40X/0.65, con un set de filtros de paso de banda de 340-380
nm/espejo dicromatico de 400 nm/barrera de paso bajo de 425 nm; filtro paso banda de 480/40

nm/espejo dicromatico 505 nm/filtro paso banda barrera 527/30 nm; filtro de paso de banda 560/40
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nm/espejo dicromatico 595 nm/filtro de paso de banda de barrera 645/75 nm (Leica Microsystems
AG, Wetzlar, Alemania). Las imagenes fueron capturadas usando una camara digital Firewire

(DFC450C, Leica) y el software Leica Application Suite.

Para evaluar la presencia de F10 en el cerebro de ratdn, un grupo de ratones (n= 5) se dividieron en
dos grupos: grupo vehiculo (n=1) al que se le administré vehiculo sin F10 y grupo F10 (n=3) al que
se le administré F10. El LPS fue administrado 60 min después. Después de 3 h de monitoreo, los
ratones se anestesiaron profundamente con pentobarbital (50 mg/kg de peso corporal ip) y se les
realizd una perfusion cardiaca con 20 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS 1x, pH
7.4)-heparina, seguido de 150 ml de paraformaldehido al 4%-PBS 1x (pH 7.4). Una vez terminada la
perfusion, se extrajeron los cerebros de los animales y se sumergieron en paraformaldehido al 4%
durante 12 h y posteriormente se colocaron en sacarosa al 25% durante 72 h para después

congelarlos en hielo seco y almacenarlos a -80 °C hasta su uso.

Cada cerebro fue cortado en secciones de 25 ym en un criostato (Leica CM3050 S, Nussloch GmbH,
Alemania) a nivel de la eminencia media (Bregma: -0.22). Se colectaron 6 cortes en un portaobjetos
de microscopio Superfrost/Plus (Thermo Fisher Scientific; Cat. n.° 12-550-15) y se observaron en un

microscopio de fluorescencia con los mismos objetivos y filtros, asi como la captura de las imagenes.

5.7.3. Actividad cerebral en ratas con LPS mediante electroencefalografia (EEG)

Las ratas fueron sometidas a una cirugia estereotaxica. Para ello, se anestesiaron con cloruro de
ketamina (50 mg/kg de peso corporal) y cloruro de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) ip y se
colocaron en un aparato estereotéxico con bregma y lambda en el plano horizontal. Posteriormente,
se les implanté un electrodo monopolar tanto en el lado izquierdo del hipotdlamo, como en el
derecho, a las siguientes coordenadas estereotaxicas del bregma: AP: -3.6 mm, DV: 3.0 mmyL: 2.4
mm. Para ello, se realizé una incisién en la piel que recubria el craneo para exponerlo y determinar
las posiciones de los electrodos; se taladraron dos orificios de 1 mm y se implantaron los electrodos
de acero inoxidable; ademas se conectd otro electrodo como tierra en el hueso parietal. Los

electrodos se fijaron al craneo con acrilico dental.

El periodo de recuperacion postquirdrgico de las ratas fue de 1 semana. Una vez transcurrido el
tiempo, los animales fueron asignados a dos grupos experimentales: grupo control (n= 6) quienes
recibieron LPS y el grupo experimental (n= 6) quienes recibieron F10 y 30 min después recibieron

una dosis de LPS.

La actividad electrogréfica del hipocampo se registré utilizando un amplificador modelo P511 (Grass,

MA, EE. UU.). El registro termind 6 h después de la administracion del LPS en todas las ratas. Los
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analisis espectrales se examinaron utilizando el software ADQA4, el cual fue desarrollado en el
INPRFM. Los andlisis se realizaron por métodos de Transformada Répida de Fourier para la linea
base (antes de la administracién de F10 y del LPS), 20 min después de la administraciéon de F10 y
después de la administracion del LPS al minuto 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360.

5.7.4. Andlisis histoldgico del gen de respuesta temprana cFos y de CD14 mediante

hibridacién in situ en cortes de cerebro de ratones con LPS

Ratones de las cepas CD1 y C57BL/6JN se dividieron en 5 grupos: grupo control (Vm, n= 13),
quienes recibieron vehiculo; grupo LPS 3 h (n= 13), quienes recibieron una dosis de LPS y se
monitorearon durante 3 h; grupo LPS 9 h (n= 14), quienes recibieron LPS y se monitorearon por 9 h;
grupo F10 + LPS 3 h (n= 19), quienes recibieron F10 60 min antes de administrar el LPS, y F10 +
LPS 9 h (n= 16).

Una vez que paso el tiempo de monitoreo, los ratones se sacrificaron y su cerebro fue disecado y
colocado en sacarosa al 25% durante 72 h para después congelarlos en hielo seco y almacenarlos
a -80 °C hasta su uso. Cada cerebro fue cortado en secciones de 18 um en un criostato a nivel de
la eminencia media (Bregma: -0.22). Se colectaron 6 cortes en un portaobjetos de microscopio
Superfrost/Plus (Thermo Fisher Scientific; Cat. n.° 12-550-15) las cuales tienen carga positiva para

mantener los cortes unidos a la lamina.

Los cortes montados se fijaron con paraformaldehido al 4 %-PBS 1x (pH 7.4) durante 10 min, se
enjuagaron dos veces en PBS 1x durante 5 min, se acetilaron con anhidrido acético al 0.25 % en
trietanolamina 0.1 M durante 10 min, se volvieron a lavar dos veces con PBS 1x durante 5 min y
después se deshidrataron con series ascendentes de etanol (80%, 95% y absoluto durante 1 min) y
cloroformo (10 min), parcialmente rehidratados en etanol absoluto y al 95% durante 1 min. Las

muestras después se procesaron para hibridacion in situ.

Los cortes se hibridaron con una mezcla de hibridacién que contenia: Tris-HCI 1 M pH 8.0 al 4%,
solucién de NaCl y citrato de sodio (SSC) 20x al 1%, 0.1 g de dextran sulfato, solucién Denhardt
100x al 1%, ditiotreitol (DTT) 1M al 1%, ADN de esperma de salmoén desnaturalizado (ADNss) al
2.5%, formamida al 50% y dodecil sufato sodico (SDS 10%) al 5%. Dicha mezcla se prepar6 para
tener 80 uL por lamina con 6 cortes y se incubo a 54 °C (temperatura de hibridacion) hasta su uso.
Posteriormente, se agreg6 a la mezcla de hibridacion la sonda cFos marcada con digoxigenina y la
sonda CD14 marcada con fluoresceina (ambas 2.5 pyL por ldmina de 6 cortes). La mezcla de
hibridacién con las sondas se coloc6 en cada una de las laminas con los cortes (80 uL) y se cubrieron
con parafilm. Se incubaron durante 16 h a 54 °C en una camara humidificada con agua y formamida

para evitar la evaporacion del agua.
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Una vez terminada la hibridacién, las laminas se lavaron con SSC 1x por 15 min, posteriormente con
buffer para incubar ARNasa (25 ug/mL) a 37 °C por 1 h. Se volvieron a lavar con SSC 1x por 15 min

y finalmente una vez con SSC 0.5x por 15 min y tres veces con SSC 0.1x por 30 min a 65 °C.

Las laminas fueron pretratadas para el anticuerpo primario con peréxido de hidrégeno (H202) al 0.5%
con Tritén x-100 en PBS 1x por 15 min, se lavaron tres veces con PBS 1x por 10 min y con buffer de
acido malico (pH 7.5) por 10 min. Se incubaron en solucion bloqueadora al 1% (Roche) diluida en
buffer de acido malico para después agregar los anticuerpos. Las sondas cFos-digoxigenina (cFos-
dig) y CD14-fluoresceina (CD14-F) se detectaron con anticuerpo anti-digoxigenina de oveja
conjugado con peroxidasa (Roche, cat. 11207733910) y anti-fluoresceina de ratéon (Roche, cat.
11426320001), ambos diluidos 1:50 en solucién bloqueadora (Roche, cat. 11096176001) al 1%. Las

laminas se dejaron incubando con los anticuerpos durante 48 h en camara himeda a 4 °C.

Posteriormente, las laminas se lavaron 10 veces por 5 min cada vez en TNT (Tris-HCI 0.1 M pH 7.5,
NaCl 0.15 M y 0.05% Tween 20). Una vez transcurridos los lavados, se incubé con biotina-tiramida
(TSA Plus Biotin Kit, Perkin Elmer, cat. NEL749A001KT) 1:50, diluida en una solucién de Tris 1 M
pH 7.5, H202 1:10, para después volver a realizar 10 lavados de 5 min con TNT. Se incubaron durante
2 h a temperatura ambiente, los anticuerpos secundarios Alexa 488-streptavidina (Invitrogen, cat.
S32354), 1:1000 en reactivo de bloqueo al 1%, para amplificar la sefial de la peroxidasa unida a al
anticuerpo anti-digoxigenina, a la par con un anticuerpo policlonal anti-ratén Cy3 (Jackson, cat.
AB_2340813) 1:100 para revelar la anti-fluoresceina. Este proceso se realiza en condiciones de
oscuridad. Los anticuerpos se lavaron 10 veces por 5 min con TNT y finalmente, dos veces por 10
min en Tris 0.05 M pH 7.5.

Finalmente, se les coloco medio de montaje con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Vectashield,
Vector Laboratories) y se sellaron con un cubreobjetos para observarse al microscopio de
fluorescencia con los mismos objeticos vy filtros, asi como la captura de las imagenes. Los nulcleos
celulares se observan con el filtro para DAPI (azul), mientras que cFos con el filtro verde y CD14 con

el filtro rojo.

Los resultados se presentan como la media del nUmero de células positivas a cFos, CD14 y cFos +
CD14 en los cinco grupos * el error estandar. Para el andlisis estadistico se realiz6 un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via con prueba de Tukey para comparaciones mdltiples. Los resultados
se consideraron significativos cuando los valores de p fueron menores a 0.05 (p < 0.05). El software

utilizado fue GraphPad Prisma 9 para MacOS (Version 9.5.1 [528]), con ayuda de Microsoft Excel.
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6. RESULTADOS

6.1. Propagacion in vitro de P. sacharosa

Las plantas propagadas in vitro de P. sacharosa tuvieron una media de 10 (6-20) hojas por plantula
y crecieron en promedio 8 (4-13) cm. En la Figura 4, se muestra una plantula a tres meses de haberse

cultivado.

Figura 4. Planta de P. sacharosa propagada in vitro.

6.2. Induccién y establecimiento de cultivos in vitro de tejido calloso

La induccion de tejido calloso se dio con el tratamiento que llevaba TDZ y ANA como RCV, dando
como resultado callos friables. La induccion comenzé a los 10 dias con un porcentaje de induccion
del 100%. El tejido calloso a partir del tallo de P. sacharosa se obtuvo en mayor cantidad y con mayor
friabilidad que el de la hoja. Los callos se recolectaron después de 40 dias. En la Figura 5, se

muestran las etapas de induccién del tejido calloso tanto en tallo como en hoja.
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Figura 5. Etapas de la induccion de tejido calloso. Fotografias tomadas en microscopio (B-C; H-1) y
su acercamiento en estereoscopio (D-F; J-L). A) y D) Explante inicial de tallo. B) y E) Tallo mas
tejido calloso a los 20 dias de induccidn. C) y F) Tejido calloso del tallo recolectado a los 40 dias de
induccién. G) y J) Explante inicial de hoja. H) y K) Hoja mas tejido calloso a los 20 dias de
induccién. 1) y L) Tejido calloso de la hoja recolectado a los 40 dias de induccién.

6.3. Cinética de crecimiento del tejido calloso del tallo de P. sacharosa

En la Figura 6, se observa la cinética de crecimiento del tejido calloso proveniente del tallo de P.
sacharosa. La cinética comprende una fase de latencia o adaptacion (lag) al medio del dia 1 al 7,
una fase de crecimiento exponencial (del dia 9 al 23), una fase estacionaria (del dia 26 al 40) en la

que no hay crecimiento.
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Figura 6. Cinética de crecimiento del tejido calloso de P. sacharosa.

Se comenz6 con una biomasa seca inicial de 6 g L! y se termin6 con una biomasa seca final de 17
g L. La fase exponencial se utiliz6 para la determinacién de los pardmetros cinéticos y se realiz6
con la biomasa seca. El tiempo en el cual se alcanzé la biomasa maxima fueron 30 dias. La velocidad
especifica de crecimiento fue de y= 0.07 d-. El tiempo de duplicacion fue de t¢= 10 d. El indice de
crecimiento fue de IC= 3.03. En la Figura 7, se muestra el crecimiento en biomasa fresca del tejido

calloso en los dias 1, 10, 20 y 30.

Figura 7. Crecimiento del tejido calloso con respecto al tiempo y su acercamiento en
estereoscopio: A) y E) dia 1; B) y F) dia 10; C)y G) dia 20; D) y H) dia 30.
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6.4. Elaboracién de extractos de hojas de la planta aclimatada y de tejido calloso

Las hojas de P. sacharosa creciendo a la intemperie tuvieron un peso de 112.54 g de biomasa seca,

mientras que del tejido calloso se obtuvieron 24.4 g de biomasa seca con un 92.68% de humedad.

A partir de la biomasa seca, tanto de hojas como callos, se obtuvieron extractos con hexano,
cloroformo, etanol y metanol como solventes. Los rendimientos de los extractos de hoja de la planta
a laintemperie se encuentran en la Tabla 2, en donde se observa que el extracto metandlico presenta

un mayor rendimiento, seguido del extracto etandlico, cloroférmico y hexanico.

Tabla 2. Rendimiento de los extractos obtenidos a partir de hojas de P. sacharosa a la intemperie.

Rendimiento (mg

Solvente Peso biomasa seca (g) Peso extracto (mg) extracto/g biomasa
seca)
Hexano 112.54 73.4 0.6522
Cloroformo 112.54 109.1 0.9694
Etanol 112.54 230.2 2.0455
Metanol 112.54 333.0 2.9589

Con respecto a los extractos del tejido calloso, se observé la misma tendencia en rendimientos con

respecto a los solventes utilizados (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento de los extractos obtenidos a partir de tejido calloso de P. sacharosa.

Rendimiento (mg

Solvente Peso biomasa seca (g) Peso extracto (mg) extracto/g biomasa
seca)
Hexano 24.4 1294 5.3033
Cloroformo 24.4 173.3 7.1025
Etanol 24.4 440.6 18.0574
Metanol 24.4 477.3 19.5615

6.5. Fraccionamiento del extracto etandlico de P. sacharosa mediante cromatografia en

columna abierta y anélisis mediante CCF

Se obtuvieron un total de 130 fracciones por todos los sistemas de elucién utilizados. Estas
fracciones se reunieron segun su similitud dada por sus Rf y los compuestos encontrados en las

CCF. Finalmente, se obtuvieron 26 fracciones ya reunidas (Tabla 4).
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Tabla 4. Fraccionamiento del extracto etandlico de P. sacharosa.

Sistema de elucién Fraccion Fracciones reunidas Clave
Cloroformo 100% 1-10 1 F1
Cloroformo:metanol 95-5% 11-28 2-3 F2
Cloroformo:metanol 90-10% 29-47 4-5 F3
Cloroformo:metanol 85-15% 48-67 6-7 F4
Cloroformo:metanol 80-20% 68-83 8 F5
Cloroformo:metanol 70-30% 84-95 9-15 F6
Cloroformo:metanol 60-40% 97-110 16-17 F7
Cloroformo:metanol 50-50% 111-119 18-25 F8
Metanol 100% 120-130 26-27 F9

28-33 F10
34-43 F11
44-48 F12
49-51 F13
52-60 F14
61 F15
62-65 F16
66-67 F17
68-70 F18
71-76 F19
77-89 F20
90-95 F21
97-99 F22
100-111 F23
112-116 F24
117-124 F25
125-130 F26

La fraccién F10 obtenida con la fase mévil cloroformo: metanol 90:10, fue utilizada para el andlisis

del efecto antiinflamatorio, una vez que se analizaron los compuestos presentes mediante CCF.

En general, se encontré6 una gran variedad de compuestos en todas las fracciones obtenidas que
van desde cumarinas y compuestos fenélicos como los flavonoides, hasta terpenos, esteroides y
saponinas. En las Figuras 8 a 11, se muestran las CCF, con los distintos reveladores, de las 26

fracciones obtenidas.

En F2 y F3 se encontraron bandas de cumarinas reveladas bajo NP/PEG més UV 365 nm, con un
Rf de 0.24 para F2 y de 0.2 para F3 (Figura 8B). También se encontraron bandas para saponinas y
terpenos bajo el revelador AS, con Rf de 0.18 y 0.3 para F2, y Rf de 0.06, 0.14 y 0.2 para F3 (Figura
8C). Bajo el revelador LB, se encontrdé una banda para un compuesto de tipo terpenoide con Rf de
0.26 en F3 (Figura 8D).
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Figura 8. Separacion por CCF de F1 a F3 en fase normal con cloroformo:metanol (100:0) como
fase mavil, reveladas con: A) luz UV 254 nm; B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo
AS; D) reactivo LB.

En F4 a F6 se encontraron varias bandas que revelan para cumarinas, bajo NP/PEG (Figura 9B).
Sin embargo, a esta fase mévil, F3 también muestra una banda de tipo saponinas o terpenos bajo el
revelador AS, con Rf de 0.64 (Figura 9C); mientras que con el revelador LB se observa una banda
violeta (Rf de 0.5), caracteristicas de terpenos (Figura 9D). F4 mostr6 una banda verde bajo el

revelador LB, caracteristico de saponinas esteroidales, con Rf de 0.7 (Figura 9D).

Figura 9. Separacion por CCF de F3 a F6 en fase normal con cloroformo:metanol (98:2) como fase
moavil, reveladas con: A) luz UV 254 nm; B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo AS;
D) reactivo LB.
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En F6 a F14 se encontré una gran variedad de compuestos como fenoles, cumarinas, flavonoides,
terpenos y saponinas esteroidales (Figura 10). El estandar de camferol presenté un Rf de 0.48, el
cual puede estar presente en F10, pero opacado por otros compuestos como cumarinas, la cual
presenté el mismo Rf (Figura 10A y 10B). No obstante, F10 también revel6 bandas para saponinas,
terpenos y esteroles bajo AS y LB, con una banda violeta con Rf de 0.26, una banda café-verde con
Rf de 0.4 y una banda verde con Rf de 0.54, las tres para ambos reveladores (Figura 10C y 10D).

F8 Control K F9 F10 Fi1 F12 F13

Figura 10. Separacion por CCF de F6 a F14 mas un control interno y un estandar de camferol (K),
en fase normal con cloroformo:metanol (90:10) como fase mavil, reveladas con: A) luz UV 254 nm;
B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo AS; D) reactivo LB.

De F13 a F26, se corrieron en fase reversa, debido a que existen también compuestos de tipo polar,
tal es el caso de los flavonoides que se observaron con bandas oscurecidas bajo UV 254 nm (Figura
11A) y que se revelaron con NP/PEG (Figura 11B). El estdndar de camferol-3-O-B-rutindsido
presentd un Rf de 0.61, y este puede estar presente en las fracciones F20, F21, F22 y F25. Por otro
lado, el estandar de ligustroflavona tuvo un Rf de 0.62, flavonoide que podria encontrarse en las
fracciones F19 a F25. Finalmente, el estandar de vitexina tuvo un Rf de 0.58 y se encontraron bandas
con este Rf en las fracciones F14 a F20 (Figura 11B). No obstante, también se encontraron
compuestos de tipo saponinas y terpenos con el revelador AS, por ejemplo, F15 y F16 mostraron
bandas violetas con Rf de 0.73 (Figura 11C). Las fracciones F22, F23 y F24 también mostraron
bandas de color violeta, tanto para AS como para LB, lo que indica la posible presencia de terpenos
(Rf de 0.30 para F22-F23, y de 0.36, 042 y 0.48 para F23-F24) (Figura 11Cy 11D).
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Figura 11. Separacion por CCF de F13 a F26, mas estandares de camferol-3-O-B-rutinésido (K-R),
ligustroflavona (LF) y vitexina (V), en fase reversa con agua:acetonitrilo (60:40) como fase movil,
reveladas con: A) luz UV 254 nm; B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo AS; D)
reactivo LB.

6.6. Analisis de posibles compuestos presentes en el extracto etandlico de hojas, de callos y
F10 de P. sacharosa mediante CCF

Las CCF de los extractos etandlicos de hojas y de callos de P. sacharosa y F10 mostraron similitud
de compuestos principalmente de terpenos y esteroides revelados con AS y LB en la CCF en fase

normal, asi como de flavonoides revelados con NP/PEG mediante la CCF en fase reversa.

En la Figura 12, se observa la CCF en fase normal, donde la banda del camferol no se observa en
el extracto de tejido calloso; sin embargo, se observa una banda azul (Rf de 0.65), caracteristica de
acidos fendlicos, asi como una banda rosa caracteristica de cumarinas (Rf de 0.62) tanto para F10
como para el extracto de los callos (Figura 12B). Por otro lado, se observan bandas de color violeta
reveladas con AS y LB en F10 y el extracto de los callos, con un Rf de 0.19 para AS y de 0.29 para
LB, asi como otras dos bandas violetas en el extracto de los callos con Rf de 0.43 y 0.73 para AS y
de 0.55y 0.85 para LB (Figura 12C y 12D). La diferencia en los Rf de estos compuestos puede verse

afectada por ligeros cambios en la fase moévil debido a la volatilidad del cloroformo.
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Figura 12. Separacion por CCF del extracto etanélico de hojas (EH), extracto etandlico de callos
(EC) y F10 de P. sacharosa, mas un control interno y un estandar de camferol (K), en fase normal
con cloroformo:metanol (90:10) como fase mavil, reveladas con: A) luz UV 254 nm; B) reactivo
NP/PEG mas luz UV 365 nm; C) reactivo AS; D) reactivo LB.

Finalmente, la CCF en fase reversa mostré la posible presencia de los estandares de ligustroflavona
(Rf de 0.52), camferol-3-O-B-rutindsido (Rf de 0.47) y vitexina (Rf de 0.45) en el extracto de los callos
(Figura 12). Todos los compuestos mencionados también estuvieron presentes en el extracto de las

hojas, incluyendo los analizados en la Figura 12.

Figura 13. Separacion por CCF del extracto etandlico de hojas (EH) y del extracto etandlico de
callos (EC) de P. sacharosa, méas estandares de ligustroflavona (LF), camferol-3-O-f-rutindsido (K-
R) y vitexina (V), en fase reversa con agua:acetonitrilo (60:40) como fase movil, reveladas con: A)
luz UV 254 nm; B) reactivo NP/PEG mas luz UV 365 nm.
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6.7. Analisis del efecto antiinflamatorio del extracto etandlico y fracciones de P. sacharosa

en ratones adultos de las cepas CD1y C57BL/6JN, sometidos a neuroinflamaciéon con LPS

6.7.1. Fluorescencia de F10 y su presencia en el cerebro de raton

F10 presento fluorescencia en los tres filtros del microscopio, siendo mas evidente en el filtro para
DAPI (Figura 14). Se corrobor6 que el Tween 80 y la SSI no presentaban fluorescencia. Por otro
lado, F10 presenté disminucion de la fluorescencia con respecto al tiempo y sus condiciones de
almacenamiento; a 1 semana almacenada a 4 °C aln se conservo la fluorescencia, sin embargo, a

8 semanas almacenada a temperatura ambiente se perdi6 la fluorescencia (Figura 14).

Fraccion fresca Fracciona4 C/ 1 semana Fracciéon a TA./ 8 semanas

]

200 pm

}—‘

{100 m

Figura 14. F10 observada al microscopio de fluorescencia con el filtro para DAPI. A) F10 recién
preparada y conservada a 4 °C. B) F10 almacenada durante 1 semana a 4 °C. C) F10 mantenida
durante 8 semanas a temperatura ambiente (T.A.). Las flechas en A, D, G), B, E, H) o C,F,l)
muestran fragmentos de F10 observados con el microscopio de fluorescencia a una emision de
460 nm a diferentes amplificaciones.

Se observo una seccion cortada del cerebro de ratén al microscopio y se corroboro la presencia de
F10 en los ventriculos del cerebro. Esto se observo claramente en el filtro para DAPI, en donde se
tifieron de azul con medio de montaje, los nicleos de las neuronas en el cerebro, mientras que F10

conserva un color rojo (Figura 15). Esta sefial se compar6 con la sefial de un estandar de camferol
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reportada por Ruiz-Velasco-Martinez et al. (2022), el cual también presenta una coloracién roja como

se puede observar en la Figura 16.

Figura 15. Presencia de F10 en cortes de cerebro del ratén. Los nlcleos de las células fueron
tefiidos con DAPI y observados al microscopio de fluorescencia con un filtro que emite a 460 nm
(color azul). A esta longitud de onda F10 se observa en color fucsia (flechas). A, D) tercer
ventriculo, B, E) ventriculo lateral

Figura 16. Presencia de camferol en el tercer ventriculo cerebral de ratones. Modificada de: Ruiz-
Velasco-Martinez et al. (2022)

Ademas, se administré un estandar de ligustroflavona, el cual pudo observarse también en el tercer
ventriculo y los ventriculos laterales, asi como en el acueducto cerebral, el niicleo paraventricular del

talamo y la estria medular del tAlamo (Figuras 17 y 18).
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Ligustroflavona

Interauzal -0.92 mm Bregma 4.72m

Figura 17. Presencia de ligustroflavona en el cerebro de ratén. A) Tercer ventriculo, B) ventriculo

lateral, C) acueducto cerebral, D) corte rostro-caudal del cerebro de ratén, donde las flechas rojas

muestran la localizacién de los ventriculos cerebrales, E) corte rostro-caudal del cerebro de raton,
donde las flechas rojas muestran la localizacion del acueducto cerebral.

Ligustroflavona

D3V

461 nm: 20x 488 nm:10x

Figura 18. Presencia de ligustroflavona en el cerebro de ratdén. A) con filtro para DAPI en azul, B)
con filtro verde, C) con filtro rojo, D) corte rostro-caudal del cerebro de raton, donde la flecha roja
muestra la localizacién de los ventriculos cerebrales, E) corte rostro-caudal del cerebro de ratén,
donde las flechas rojas muestran la localizacion del tercer ventriculo dorsal. D3V: tercer ventriculo
dorsal. PVA: nucleo paraventricular del tAlamo, parte anterior. sm: estria medular, talamo.
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6.7.2. Actividad cerebral en ratas con LPS mediante EEG

En la EEG, se pueden observar distintos tipos de ondas que dependen de la frecuencia a la que se
encuentren. Las ondas de baja frecuencia son delta (6, 0.5-4-5 Hz) y theta (8, 4.5-7.5 Hz);
posteriormente se encuentran las ondas alfa (a, 7.5-13 Hz), beta (B, 13-30 Hz), y finalmente las

ondas de alta frecuencia como gamma (y1, 35-55 Hz y y2, 65-100 Hz) (Muller Putz, 2020).

En la Figura 19 se observa la actividad eléctrica del hipocampo en ratas administradas con LPS. En
la grafica de Transformada Réapida de Fourier (Figura 19A), se puede observar un pico alto de baja
frecuencia (theta) en la linea base el cual desaparece después de la administracion de LPS. En la
representacién tiempo-frecuencia del espectro de potencia (Figura 19B) de igual forma se puede
observar un ligero aumento de la actividad cerebral con respecto a la linea base. Con respecto a las
frecuencias analizadas, las ondas delta se mantuvieron a lo largo del estudio, sin embargo, la
actividad de tipo theta presenta una disminucién considerable 1 h después de la administracion de
LPS como se puede observar en la Figura 19C y en el pico de la Figura 19A. Por otro lado, la actividad
alfa y beta presentan un ligero aumento, mientras que gamma disminuye 2 h después de la

administracion de LPS (Figura 19C). Todos los resultados se comparan con respecto a la linea base.

En las ratas administradas con F10 + LPS se puede observar mayor actividad de baja frecuencia en
la Figura 18A, donde se observan picos a las 2 h 'y 6 h. Esto también se comprueba en el espectro
de potencia (Figura 20B). Las ondas delta tuvieron un aumento durante la primera hora, que
disminuy6 después de las 2 h. Las ondas alfa también tuvieron un ligero aumento con respecto a su
linea base, mientras que beta se mantuvo a lo largo de todo el estudio. Sin embargo, las ondas theta
se mantienen similares a su estado basal, mientras que las ondas gamma tienen una disminucion
drastica una vez administrada la F10 que va aumentan después de dicha administraciéon (Figura
200C).

Comparando los dos grupos de ratas evaluados, las ondas de baja frecuencias como theta se ven
afectadas con ambos tratamientos, ya que muestran una disminucién considerablemente con LPS,
mientras que con F10 + LPS, regresan a su actividad basal después de 2 h. Por otro lado, las ondas
gamma también parecen tener una actividad distinta, ya que con LPS la disminucién de estas ondas
es gradual y comienza a aumentar después de las 4 h, mientras que con F10 + LPS la disminucién

se da una vez administrada F10 y a partir de 1 h comienza a aumentar la actividad.
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Figura 19. Actividad eléctrica del hipocampo en ratas administradas con LPS. A) Grafica de
Transformada Répida de Fourier de 0-50 Hz de frecuencia. B) Representacion tiempo-frecuencia
del espectro de potencia (0.1-40 Hz). C) Gréficas de barras para cada tipo de onda evaluada a
distintos tiempos.
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Figura 20. Actividad eléctrica del hipocampo en ratas administradas con F10 + LPS. A) Grafica de
Transformada Rapida de Fourier de 0-50 Hz de frecuencia. B) Representacion tiempo-frecuencia
del espectro de potencia (0.1-40 Hz). C) Gréaficas de barras para cada tipo de onda evaluada a
distintos tiempos.
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6.7.3. Andlisis histolégico del gen de respuesta temprano cFos y de CD14 mediante

hibridacién in situ, en cortes de cerebro de ratones con LPS

Se observo la presencia de ARNm para cFos y CD14 en varias regiones cerebrales, como el
hipocampo (Figura 21) y el nacleo arcuato (Figura 22). Ademas, se encontré CD14 en la habénula,
y la corteza piriforme. La sefial fluorescente de ambos ARNm se observé tanto en los ratones
vehiculo como en aquellos con LPS y con F10 + LPS a ambos tiempos.

HIPOCAMPO

ckos+/CD14+ / CD14+/ DAPI

Vehiculo

ckos+/ CD14+

LPS 3h

ckos+/CD14+

F10 + LPS 3h

LPS 9h
F10 + LPS 9h

Figura 21. Distribucién del ARNm para cFos y CD14 en la region CA3 del hipocampo. El filtro rojo
indica la presencia de CD14, el filtro verde la presencia de cFos y el filtro azul indica la ubicacién
de los nucleos de las células neuronales tefiidos con DAPI. En la primera columna se muestra en
color rojo brillante la expresion de CD14. En la segunda columna se observa el contraste entre
cFos (rosa) y CD14 (rojo brillante). En la tercera columna se observa la superposicién de cFos
(verde) y CD14 (rojo) con los nucleos celulares (azul).
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NUCLEO ARCUATO

Vehiculo

LPS 3h

F10+LPS 3h

LPS 9h

F10+LPS 9h

Figura 22. Distribucién del ARNm para cFos y CD14 en el nucleo arcuato del hipocampo. El filtro
rojo indica la presencia de CD14, el filtro verde la presencia de cFos y el filtro azul indica la
ubicacion de los nucleos de las células neuronales tefiidos con DAPI. En la primera columna se
muestra en color rojo brillante la expresién de CD14. En la segunda columna se observa en color
verde la expresién de cFos. En la tercera columna se observa la superposicién de cFos (verde) y
CD14 (rojo) con los nucleos celulares (azul).

El andlisis estadistico se llevd a cabo tomando la region del ndcleo arcuato. En la Figura 23 se
observa el porcentaje de células positivas a cFos 0 a CD14 tomando como 100% las células
contadas mediante DAPI. Se puede observar que la poblacion de células positivas a cFos es mayor
que las de CD14, no obstante, el porcentaje es similar entre los grupos, dando entre el 23.21% al

40.09% para células positivas a cFos y entre 12.58% al 21.15% para las células positivas a CD14.
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Figura 23. Porcentaje de células positivas a cFos o CD14 en el nucleo arcuato del hipotalamo La
linea punteada indica que las células positivas a cFos y CD14 es menor que el 100% de las células
contabilizadas mediante su tincion con DAPI.

En la Figura 24 se muestra el efecto de F10 sobre la expresién de cFos, CD14 y ambas, donde se
puede observar diferencias significativas en la expresién de CD14 y cFos + CD14 en los grupos LPS
3h, F10+LPS 3 h y LPS 9h con respecto al vehiculo (letra a); mientras que hay diferencias
significativas entre LPS 3h con los demas grupos en donde se observa una reduccion de las células
positivas a CD14 y cFos+CD14 con la administracion de F10 y con respecto al tiempo.
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Figura 24. Efecto de F10 de P. sacharosa sobre la expresion de cFos y CD14 en el nlcleo arcuato
del hipotalamo de ratones expuestos al LPS. La letra “a” indica los grupos con diferencias
significativas con respecto al vehiculo; la letra “b” los grupos con diferencias significativas con
respecto a grupo de LPS 3h; la letra c los grupos con diferencias significativas con respecto al F10
+ LPS 3h.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Propagacion in vitro de P. sacharosa

La propagacion in vitro de plantas es una herramienta biotecnoldgica con una gran variedad de
aplicaciones importantes como la obtencion de material vegetal en periodos cortos de tiempo y en
un ambiente controlado (Loyola Vargas & Ochoa Alejo, 2018). Las plantas propagadas in vitro de P.
sacharosa a partir de explantes de tallo de 5 cm, tuvieron un crecimiento rapido, ya que en 3 meses

se obtuvieron plantulas de hasta 13 cm de alto con una gran cantidad de hojas.

El medio MS es un medio rico en nutrientes que provee a la planta de todo lo necesario para su
crecimiento (Murashige & Skoog, 1962). No obstante, los RCV, afectan los procesos de desarrollo
en las plantas, principalmente en dosis bajas (Rademacher, 2015). Los mas comunes son las
auxinas y citocininas (Alcantara Cortes et al., 2019), ya que estas determinan el crecimiento de la
planta y su posible micropropagacién, asi como respuestas de organogénesis, embriogénesis o

induccion de tejido calloso (Pérez Molphe Balch et al., 2015).

Las citocininas estimulan la division celular y rompen la latencia de las yemas. En este caso, P.
sacharosa es propagada mediante BA, una citocinina que, sola o en combinacién con ANA,
promueve la generacion de brotes en una gran variedad de cactaceas reportadas por Pérez Molphe
Balch (1998, 2015) como los géneros de Mammillaria, Echinocactus, Coryphanta, Opuntia, asi como
Turbinicarpus (Dévila Figueroa et al., 2005; Santos Diaz et al., 2022), entre otras. En P. sacharosa,
se ha encontrado también que el carbon activado en combinacion con BA promueve la generacion
de una mayor cantidad de hojas (Macias Martinez, 2017); ademas también se ha reportado el uso
de BAP como citocinina para la micropropagacién de plantas de P. sacharosa, donde la respuesta
observada fue de organogénesis (Ruiz Velasco Martinez et al., 2022).

En general, la respuesta a los RCV también depende mucho de la planta y no todos generan la
misma respuesta morfogénica al afiadirse a distintos géneros e incluso distintas especies dentro de
un mismo género. Un ejemplo se dio en las cactaceas Pelecyphora aselliformis y P. strobiliformis,
las cuales respondieron mejor a la formacién de brotes con BAP (Pérez Molphe Balch & Davila
Figueroa, 2002), asi como especies de Echinocereus, Escontria, Melocactus, Mammillaria y Polaskia
con BAP o isopentiladenina (2iP).

7.2. Induccién y establecimiento de cultivos in vitro de tejido calloso

El tejido calloso también se induce mediante la adicion de RCV. Una proporcion de auxinas mayor a

la de citocininas es ideal para la induccion de este tipo de tejido, ya que las primeras estimulan la
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formacién de tejidos no diferenciados, mientras que las segundas estimulan la rapida divisién celular
(Saran et al., 2013). Sin embargo, las caracteristicas del callo formado dependeran del explante

utilizado para su induccion, de la especie y de los RCV que se utilicen (Saran et al., 2013).

En el caso de P. sacharosa se probaron dos tratamientos con ANA como auxina y dos distintas
citocininas: Picloram o TDZ. La induccion se dio con ANA+TDZ tanto en explantes de hojas como de
tallo, mientras que con Picloram no se obtuvo tejido calloso, tal como lo reportado por Macias
Martinez (2017). En un estudio de Aguiar Lage et al (2015), se utilizaron diversos RCV tales como
el ANA, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o Picloram para la obtencion de callos de P. aculeata,
en donde encontraron que el Picloram solo, obtuvo una mayor produccién de este tejido, incluso
después de la adicion de CIN o BAP. Lo mismo ocurre con otro tipo de plantas no cactaceas como
Gerbera jamesonii, donde se encontré que los tratamientos con Picloram y 2,4-D+ANA indujeron la
produccion de tejido calloso (Gantait & Mahanta, 2021). Por el contrario, en P. sacharosa el Picloram
no tuvo este efecto dando como resultado favorable, el uso de TDZ. En diversas plantas se ha visto
que el TDZ es un regulador eficiente en la produccién de callos; en Lycium barbarum, se encontré
que la induccién se dio con TDZ+acido indolacético (AlA) (Karakas, 2020); mientras que con fresa
silvestre (Fragaria vesca) la induccion se dio con TDZ+2,4-D (Chung & Ouyang, 2020). En la planta
de azafran (Crocus sativus), las diferentes combinaciones de TDZ+ANA dieron un 100% de

induccion de tejido calloso (Moradi et al., 2018), al igual que lo obtenido con P. sacharosa.

El uso de los RCV ademas puede promover la acumulacién de metabolitos secundarios importantes,
ya que las caracteristicas del tejido calloso inducido pueden ser distintas dependiendo del explante
y los RCV utilizados. Se ha encontrado que el TDZ indujo la producciéon de compuestos fendlicos
como el acido clorogénico, quercetina, arctigenina y camferol, en tejido calloso de Ipomoea turbinata
(Ahmad et al., 2019). Por otro lado, en Lycium barbarum, la combinacion de BA+ANA aumento la
produccion de acido clorogénico y acido cafeico, mientras que el uso de TDZ aumenté la sintesis de
acido vanilico, rutina, &cido gélico y quercetina (Karakas, 2020). En Camellia sinensis se encontré
que con ANA se elevo la produccién de compuestos fendlicos y flavanos (Nikolaeva et al., 2009); en
Crocus sativus, la combinacién TDZ+ANA dio una mayor produccién de ésteres de crocina (Moradi
et al., 2018), y en Artemisia absinthium se obtuvo una mayor cantidad de compuestos fendélicos con
actividad antioxidante mediante el uso de TDZ (Ali & Abbasi, 2014). Finalmente, en P. aculeata se
obtuvieron callos productores de betalainas con Picloram (de Aguiar Lage et al., 2015). Esto da la
pauta para evaluar diversas combinaciones de RCV en P. sacharosa, con la finalidad de obtener una

mayor cantidad de metabolitos secundarios con interés farmacéutico.
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7.3. Cinética de crecimiento del tejido calloso del tallo de P. sacharosa

Para la evaluacion de la cinética de crecimiento del tejido calloso se tomé el tejido obtenido del tallo,
ya que, aunque la induccién se dio al mismo tiempo que con el proveniente de la hoja, el tejido
calloso del tallo presenté una mayor biomasa y friabilidad. Esto es importante debido a que al tener
mas biomasa se puede obtener una mayor cantidad de extracto, asi como de metabolitos
secundarios, mientras que la friabilidad, es decir, la capacidad de los callos a disgregarse, es
importante al momento del establecimiento de cultivos de células vegetales en suspension, cultivos
que son mayormente utilizados para la produccion de compuestos de interés comercial como los

metabolitos secundarios con actividad bioldgica (Saran et al., 2013).

La cinética de crecimiento se evalué durante 40 dias, caracterizada por tres fases importantes del
crecimiento: fase lag o adaptacion al medio hasta el dia 7, fase de crecimiento exponencial hasta el
dia 30 y fase estacionaria hasta el dia 40, posterior a ésta, continla la fase de muerte del tejido. La
fase de crecimiento exponencial indica la rapidez con la que el tejido crece debido al
aprovechamiento de los nutrientes del medio, por lo que al final de esta fase (30 dias) se obtiene la
biomasa méxima, la cual fue de 17 g L'! de biomasa seca. Macias-Martinez (2017) determiné que la
biomasa maxima para el tejido calloso del tallo de P. sacharosa fue de 0.334 g en 38 dias lo que
indica que el crecimiento después del dia 30 es mas lento, caracteristica del inicio de la fase
estacionaria. Con respecto a los parametros cinéticos, la velocidad especifica de crecimiento fue de
0.07 diast, el tiempo de duplicacién de 10 dias y el indice de crecimiento de 3.03; similar a lo

obtenido por Macias-Martinez.

La cinética de crecimiento de los callos es importante para decidir el manejo del cultivo de callos,
principalmente para decidir cuando se deben subcultivar, recolectar y determinar cuando se
producira una gran cantidad de metabolitos secundarios (da Luz Costa et al., 2015). El momento
Optimo para realizar subcultivos de este tejido calloso, el cual seria alrededor del dia 12, es decir, a
la mitad de la fase de crecimiento exponencial, con la finalidad de que este tejido se mantenga en
dicha fase y continue obteniéndose la mayor cantidad de biomasa, sin sobrepasar el dia 30 final de
la fase de crecimiento, debido a la reduccién de nutrientes, pérdida de agua del medio de cultivo, y
acumulacion de sustancias toxicas (da Luz Costa et al., 2015). Por otro lado, la recoleccion de
material vegetal se realizaria el dia 30 con la finalidad de obtener la mayor cantidad de biomasa y
metabolitos secundarios, ya que el periodo ideal para la extraccion de estos compuestos es la fase
estacionaria, cuando cesa la produccion de metabolitos primarios; sin embargo, se deben realizar
estudios de metabolitos secundarios a la par de la cinética de crecimiento (da Luz Costa et al., 2015).
Por ejemplo, en el estudio de Ali et al (2014), la biomasa maxima de callos de Artemisia absinthium
y fin de la fase de crecimiento se dio en el dia 42, dia en el que también se observo la mayor

acumulacion de compuestos fendlicos; mientras que Pan et al (2020) encontraron que los callos de
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Bletilla striata tuvieron una biomasa maxima en el dia 24 y sus metabolitos secundarios como
coelonina, dactilorrina y alcohol p-hidroxibencilico tuvieron una concentracién maxima los dias 18,

24 y 39, respectivamente.

7.4. Elaboracién de extractos de hojas de la planta aclimatada y de tejido calloso

En la extraccién sélido-liquido, que a menudo se denomina maceracién, el disolvente tiene un
impacto importante en la selectividad. Su polaridad tiene una influencia directa en los solutos
extraidos, relacionada con la estructura quimica de los compuestos (Lefebvre et al., 2021). En este
caso, el mayor rendimiento se obtuvo con el extracto metandlico gracias a su capacidad para extraer
compuestos tanto polares como apolares. Por la misma razén, el siguiente solvente con mayor
rendimiento fue el etandlico, siguiendo el cloroformo y finalmente el hexano, el cual extrae

compuestos estrictamente apolares debido a su naturaleza hidrofébica.

7.5. Fraccionamiento del extracto etandlico de P. sacharosa mediante cromatografia en

columna abierta y andlisis por CCF

El extracto etandélico de hojas de P. sacharosa se sometio a cromatografia en columna abierta para
obtener fracciones mas puras con una menor cantidad de compuestos, pero mas concentrados, que
los que posee el extracto. Este fraccionamiento se llevd a cabo en fase normal con un gradiente de
polaridad de cloroformo:metanol. El cloroformo es un solvente apolar por lo que extrae compuestos
similares, altamente polares e hidrofébicos; por el contrario, el metanol extrae compuestos

hidrofilicos, al ser un solvente con alta polaridad (Lefebvre et al., 2021).

En las fracciones obtenidas del extracto etanélico de P. sacharosa, se pudieron observar una gran
variedad de compuestos desde apolares hasta polares. Debido a su estructura quimica, los terpenos,
saponinas y esteroides son esencialmente compuestos apolares, mientras que los flavonoides son
polares; las cumarinas y otros compuestos fenélicos pueden tener polaridad diversa debido a
distintos grupos funcionales en sus estructuras. En F10 se observaron grupos de cumarinas, fenoles,
saponinas esteroidales y terpenos; ademas, al comparar con un estandar de camferol, se puede
observar ligeramente la presencia de éste flavonoide, no obstante puede estar opacado por
compuestos mas concentrados, vistos de color rojo a la luz UV, tales como las cumarinas. Con los
reactivos AS y LB, se observa una banda de color violeta al mismo Rf, lo que indica la presencia

fuerte de un compuesto de tipo terpenoide.

En otras plantas de Pereskia, se ha encontrado también una gran diversidad de compuestos. En P.

lychnidiflora se han encontrado grupos de alcaloides, taninos, terpenoides y esteroles (Guerra et al.,
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2018). En P. aculeata se han encontrado cumarinas, compuestos fendlicos como flavonoides y
taninos, esteroles, terpenos e hidrocarburos (Egea & Pierce, 2021; Maciel et al., 2021). P. bleo posee
alcaloides, flavonoides, esteroles, acidos grasos, compuestos fendlicos y terpenoides (Mohd Salleh
et al.,, 2020). En P. grandifolia se han encontrado saponinas, esteroides, alcaloides y compuestos
fendlicos como taninos y flavonoides (Kazama et al., 2012; Nurestri et al., 2009). Para P. sacharosa,

no hay informacion disponible sobre los grupos de compuestos que esta planta posee.

7.6. Analisis de posibles compuestos presentes en el extracto etanélico de hojas, de callos y
F10 de P. sacharosa mediante CCF

Como ya se discutid, el extracto etandlico de hojas de P. sacharosa posee una gran variedad de
grupos de compuestos que también se encuentran presentes en el extracto etandlico de callos y son
similares a los presentes en F10. No obstante, el tejido calloso, al estar cultivado en condiciones in
vitro, puede no producir los mismos metabolitos que una planta expuesta al medio ambiente donde
los factores bidticos y abidticos puedan causarle estrés que la conduzca a una alta produccién de
metabolitos secundarios como defensa; ademas generalmente, los metabolitos secundarios
representan menos del 1% del peso seco de las células vegetales (Georgiev et al., 2009). Estos
factores afectan la produccion de metabolitos en el tejido calloso, no obstante, muchos de estos
compuestos siguen sintetizandose en bajas cantidades y pueden verse afectados también por el uso
de RCV, como ya se discutié anteriormente, por lo que puede someterse el tejido a un estrés abibtico
0 hien, suministrar inductores que permitan la sintesis de los metabolitos secundarios de interés.
Ademas, pueden seleccionarse lineas celulares productoras de metabolitos secundarios desde el
momento de su establecimiento, proceso que es mas comun en callos que sintetizan compuestos

coloridos como las betalainas (de Aguiar Lage et al., 2015; Georgiev et al., 2009).

7.7. Andlisis del efecto antiinflamatorio del extracto etanélico y fracciones de P. sacharosa en

ratones adultos de las cepas CD1y C57BL/6JN, sometidos a neuroinflamacion con LPS

7.7.1. Fluorescenciade F10 y su presencia en el cerebro de ratén

La F10 fue utilizada para los bioensayos debido a que se comprobé la presencia de camferol
mediante CCF. Para utilizar dicha fraccién, se evalué su integridad una vez que ésta fue
resuspendida en el vehiculo de administracion para el modelo animal. El vehiculo consistié en SSly
Tween 80; este ultimo debido a que F10 posee tanto compuestos polares como no polares, por lo

gue el Tween 80, como surfactante, permitié la disolucion de ambos tipos de compuestos en la SSI.
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La integridad de F10 fue evaluada mediante microscopia de fluorescencia. Se observé que, a bajas
temperaturas, F10 sigue manteniendo la fluorescencia a diferencia de F10 almacenada a
temperatura ambiente. Por lo tanto, los extractos vegetales, deben almacenarse protegidos de la luz
y en refrigeracion para evitar la degradacion de compuestos con actividad biolégica, tal como se

observé con la fluorescencia de F10.

Como ya se menciono, los extractos vegetales poseen una gran variedad de compuestos como
terpenos, esteroles, saponinas, compuestos fendlicos, etc. La estabilidad de estos compuestos
depende de factores como el pH, la luz, la temperatura y el solvente (Gafner & Bergeron, 2005). Los
compuestos fendlicos pueden degradarse en pH basico, presencia de luz y radiacién. Por ejemplo,
los rayos UV promueven reacciones redox que disminuyen el contenido de fenoles como los
flavonoides (de la Rosa et al., 2019; Gafner & Bergeron, 2005). Por otro lado, la temperatura acelera
reacciones enzimaticas que pueden degradar o modificar la estructura de metabolitos secundarios
en general (Gafner & Bergeron, 2005). En el caso de solventes como el agua, la formacién de
radicales libres también ocasiona reacciones tipo redox que dafian los compuestos fendlicos (Gafner
& Bergeron, 2005).

No obstante, la gran diversidad de compuestos que existen en las plantas puede determinar una
integridad y estabilidad mayor o menor dependiendo de dichos compuestos. Por ejemplo, un extracto
etandlico de Spondias mombin fue evaluado durante un afio, almacenado en viales dmbar a
temperatura ambiente, y se encontré que el pH fue ligeramente acido durante toda la prueba lo que
indicé baja degradacion de compuestos fendlicos (Pérez Portero et al., 2021). No existe informacion
de estabilidad de extractos de las especies de Pereskia, sin embargo, en Opuntia dilleni, una
cactacea, el pH y la luz afectaron significativamente el contenido de betalainas en soluciones

acuosas, donde la solucion es mas estable a pH 5.0 y en ausencia de luz (Betancour et al., 2016).

En extractos etandlicos de hojas moringa (Moringa oleifera), hojas de menta (Mentha spicata) y
zanahoria (Daucus carota), se encontré que su actividad antioxidante fue mayor a pH 4 que a pH 9
por la degradacion de los compuestos fendlicos, sin embargo, solo el extracto de zanahoria fue
termoestable hasta 100 °C y los tres extractos almacenados a 5y 25 °C en oscuridad después de
15 dias, no mostraron ningun cambio (Arabshahi et al., 2007). Los terpenos, también se ven
afectados por el calor, principalmente. En extractos de Cymbopogon citratus, se observé que la
concentracion de citral, un monoterpeno, fue disminuyendo conforme a la exposicién de los extractos
al calor hasta en un 40% durante un mes, un 30% con su exposicion a la luz y un 100% a pH acido
y basico. Ademas, los extractos solo se mantuvieron durante 3 meses en lugares frescos y protegidos
de la luz (Rodriguez Chanfrau et al., 2003).

Actualmente, existen varias tecnologias que pretenden evitar el uso de solventes toxicos para la

extraccion, asi como de aplicar técnicas que eviten la degradacion de los compuestos bioactivos de

64



los extractos ya sea por luz, calor o enzimas. Ejemplos de estas tecnologias son: portadores
coloidales, microencapsulacién por evaporaciéon de solventes o encapsulacion por nanoparticulas,
gelificacion iénica (donde también se evita el uso de surfactantes) (Armendariz Barragan et al.,
2016).

La fluorescencia de flavonoides tales como la quercetina, miricetina y camferol ya ha sido investigada
(Monago Marafia etal., 2016). Como se observd en la Figura 17, F10 atraviesa la barrera
hematoencefalica y se localiz6é tanto en el tercer ventriculo del cerebro como en los ventriculos
laterales. En el estudio de Ruiz-Velasco-Martinez (2022), se observd que efectivamente los
compuestos de los extractos y fracciones de P. sacharosa atraviesan la barrera hematoencefalica
en ratones administrados con estos. Ademas se comprobd la presencia de camferol mediante HPLC-
MS y mediante la sefial de camferol en el tercer ventriculo del cerebro de ratén como se observé en
la Figura 18. Se ha encontrado que las excitaciones éptimas de los flavonoides se encuentran dentro
del rango de 460 a 480 nm, con emision azul y verde, sin embargo, del camferol se encuentra
alrededor de los 600 nm (Donaldson, 2020). Ademas, se ha informado que los flavonoides pueden
formar complejos con albuminas lo que puede aumentar su fluorescencia, aunque la disminucién en

el pH, por ejemplo al agregar SSI, pueden disminuirla (Po6r et al., 2018).

En general, se ha encontrado que metabolitos derivados de plantas pueden atravesar la barrera
hematoencefalica y ejercer efectos directos sobre las neuronas, los astrocitos, la microglia y los
oligodendrocitos para proteger estas células cerebrales de los estimulos dafiinos o mejorar los
déficits neurol6gicos (Welcome, 2020). Un estudio de polifenoles de la zarzamora, donde se encontr6
camferol, mostré que estos atraviesan la barrera hematoencefdlica y ofrecen una actividad
neuroprotectora (Figueira et al.,, 2019). Anteriormente, ya se ha informado que el camferol actia
como un agente antiinflamatorio en la neuroinflamacién inducida por LPS via TLR4/MyD88 y
disminuyendo la fosforilacién y la transposicion nuclear del factor de transcripcion NF-kB, inhibiendo

asi la expresioén de varias proteinas proinflamatorias (Cheng et al., 2018; W. H. Li et al., 2019).

7.7.2. Actividad cerebral en ratas con LPS mediante EEG

El protocolo de aplicacion de LPS se ha utilizado ampliamente para provocar inflamacion sistémica
con neuroinflamacién (Alvares Batista et al., 2019). Esta neuroinflamacion es una caracteristica
importante en la patogenia y progresion de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, el delirio, la demencia, entre otras (Nava Catorce &
Gevorkian, 2016).

La EEG es una de las herramientas més influyentes disponibles para evaluar la funcion

neurofisioldgica, y esta mantiene un alto grado de complejidad en condiciones normales y anormales,
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por lo que la interpretacién precisa se ve facilitada mediante las ondas en el registro (Mari Acevedo
etal, 2019). Actualmente, la informacién sobre la actividad cerebral en ratas sometidas a
neuroinflamacién con LPS y el efecto de P. sacharosa sobre dicho desafio inmunolégico, es limitada.
Por lo tanto, segun los resultados obtenidos en las ratas sometidas a neuroinflamacion con LPS, se

analizaron las ondas con principales cambios, tales como las ondas delta, theta y gamma.

Las ondas delta se mantuvieron a lo largo de las 6 h en las ratas administradas solo con LPS,
mientras que en las ratas con F10 de P. sacharosa se observé un aumento al inicio (1 h) que
disminuy6 después de las 2 h. El rango delta estéa relacionado con el suefio profundo e inconsciente,
es decir, la fase lenta del suefio; ademas se asocia con estados neurales patoldgicos tales como el
coma y la pérdida de conocimiento (Mari Acevedo et al., 2019; Miller Putz, 2020). En las ratas con
F10, la disminucién de las ondas delta representaria mayor actividad. Segun Mamad et al (2018) el

rango delta aumenta en ratas con LPS y es comun en pacientes con delirio.

Las ondas de tipo theta mostraron una disminucion importante en los animales administrados con
solo LPS con respecto a su linea basal. Esta disminuciéon se mantuvo hasta las 6 h. Por otro lado,
en los animales administrados con F10, estas ondas disminuyeron a 1 h después de la

administracion del LPS y volvieron a aumentar a las 2 h, similar a la linea basal.

Se ha encontrado que el ritmo theta si disminuye considerablemente en modelos animales sometidos
a neuroinflamacién con LPS, y esta disminucion, no esta relacionada con la disminucion de la
actividad locomotora del animal (Mamad et al., 2018). Las ondas theta estan relacionadas con el
movimiento voluntario, estados de suefio, somnolencia y vigilia relajada, asi como con el esfuerzo
mental, el estado de alerta y la atencién dirigida a un estimulo (Muller Putz, 2020). Al encontrarse
las ondas theta similares a la linea basal en los animales administrados con F10, el malestar
asociado al LPS se encuentra reducido por lo que estos animales pueden relajarse y estar alerta; al
contrario de los animales sin F10 que se encuentran en un desafio inmunoldgico y por lo tanto tienen
suefio limitado y bajo estado de alerta (Mari Acevedo et al., 2019). Segun Mamad et al. (2018), el
ritmo theta del hipocampo es un indicador preciso de los cambios oscilatorios provocados por la

aplicacién de LPS.

Se ha establecido que el hipocampo es un generador de ondas theta, asi como la corteza prefrontal,
region que esta conectada con el hipocampo a través de la via hipocampal-prefrontal (Soltani
Zangbar et al., 2020). Las oscilaciones theta se transmiten del hipocampo a la corteza y sincronizan
simultdneamente la actividad de estas dos regiones durante los ciclos de suefio-vigilia, la memoria,
el aprendizaje y otras tareas cognitivas como la ansiedad (Soltani Zangbar et al., 2020). Por lo tanto,
en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, se presenta una disminucién en las ondas
theta (Ahnaou et al., 2017).
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Por otro lado, el SNC regula de manera coordinada la inflamacién y el suefio a través de mdltiples
mecanismos (Besedovsky et al., 2012). Los niveles elevados de citocinas proinflamatorias, como IL-
6 y TNF-a en la sangre y el cerebro desencadenan mecanismos de defensa inmunitaria y
comportamientos adaptativos, incluido el suefio, al actuar sobre varios circuitos neurales reguladores
del suefio (Irwin & Opp, 2017). Durante el suefio, los niveles séricos de TNF-a disminuyen pero,
existe evidencia de un aumento durante la noche en la capacidad de los monocitos para responder
a la activacién de TLR-4 con LPS (Rockstrom et al., 2018). Por consiguiente, el suefio nocturno

favorece la defensa inmunolégica frente a un desafio microbiano (Besedovsky et al., 2012).

Se ha encontrado que las ondas gamma si disminuyen con la administracién del LPS (Sultan et al.,
2021). En un estudio realizado por Hua et al (2022), el extracto etandélico de Lonicerae Japonicae
mostré una disminucién de las citocinas proinflamatorias y una mejora del suefio en ratones privados
del suefio y sometidos a inflamacién con LPS; el EEG no mostré diferencias en las ondas delta, pero
si en las gamma, las cuales se vieron reducidas considerablemente con la administracion del
extracto. Esto coincide con los datos obtenidos, en donde el ritmo gamma disminuye drasticamente
desde la administracion de F10 y pretende volver al estado basal, mejorando el suefio y manteniendo
el proceso inflamatorio activo. Estos hallazgos demuestran que P. sacharosa disminuye el malestar
de los animales sometidos a neuroinflamacion.

7.7.3. Andlisis histolégico del gen de respuesta temprano cFos y de CD14 mediante

hibridacién in situ, en cortes de cerebro de ratones con LPS

En los ratones evaluados, se encontr6 que el ARNm para cFos y CD14 se expreso en todos los
grupos evaluados, lo que indica que la actividad neuronal esta activa. Esta sefial se observd en
varias regiones cerebrales tales como el hipocampo, el hipotalamo, la corteza piriforme y la habénula.
El nucleo arcuato del hipotalamo es una region importante al evaluar la expresion de estos ARNm,
ya que se encuentra proximo al tercer ventriculo del cerebro, en donde se localiz6 F10 mediante
fluorescencia y en donde se encuentran los tanicitos, células gliales que se conectan con el
hipotalamo y que representan la primera defensa contra patégenos en la barrera hematoencefalica
(Goodman & Hajihosseini, 2015). Ademas, el nlcleo arcuato es rico en receptores glucosidicos que
pueden aceptar compuestos como el camferol cuando este se encuentra glucosilado (como el

camferol-3-O-B-rutindsido, entre otros).

Comparando la expresion del ARNm para cFos y CD14, se encontr6 una disminucion de las células
gue responden a ambos ARNm en el grupo F10+LPS a las 3 h. Esta disminucién también se observé
a las 9 h, independientemente de la administracion de F10, lo que indica que la enfermedad se

encuentra en su etapa final. Por lo tanto, F10 puede disminuir los signos de inflamacién a tiempos
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tempranos (3 h), ahorrando 6 h de malestar al animal, resultados que se correlacionan con la

actividad cerebral vista en ratas.

El gen cFos es un gen de respuesta temprana, es decir, un gen que se activa de forma transitoria,
principalmente a nivel transcripcional, como respuesta a un estimulo presente y que, posteriormente,
encendera una via para la activacién de genes de respuesta tardia (Hudson, 2018). En las neuronas,
cFos se activa cuando hay actividad, es decir, cuando las neuronas estan sometidas a
despolarizacion, potenciales de accién y sinapsis, lo que quiere decir que un estimulo las esta
activando (Kovécs, 2008). La expresion de cFos comienza dentro de los 15 min posteriores a la
estimulacién, con una expresion maxima del ARNm de aproximadamente 30 min después del

estimulo (Kovacs, 1998).

En este caso, el LPS representa dicho estimulo y se ha encontrado que cFos se activa con esta
endotoxina en distintas estructuras cerebrales como el hipotadlamo (incluyendo el ntcleo arcuato y el
ndcleo paraventricular) (Gavrilov et al., 2008; Wanner et al., 2013) y el hipocampo (Peng et al., 2019).
Por lo tanto, este gen se utiliza para identificar regiones cerebrales que estan implicadas en el
estimulo dado. Estudios han mostrado que la expresion del ARNm de cFos mediante hibridacion in
situ en el nlcleo paraventricular se dio a las 2 h y paralelamente a la expresién de citocinas

proinflamatorios en los érganos circunventriculares, en ratas con LPS (Quan et al., 1998, 1999).

El hipotdlamo y el hipocampo son estructuras clave para la expresion y funcién de las citocinas
cerebrales y estan implicados en procesos cognitivos, emocionales, conductuales y alteraciones
motivacionales del comportamiento de enfermedad inducido por citocinas, asi como la respuesta
fisiologica a la infeccion aguda (André et al., 2008; Ggdek-Michalska et al., 2013). Especificamente,
el hipotadlamo participa en el control del eje hipotalamo-pituitario-suprarrenal (HPA), en la respuesta
al estrés y coordina funciones fisiol6gicas como el suefio y la alimentacion, las cuales son alteradas

por la respuesta inflamatoria (Alboni et al., 2013).

cFos también se activa en las células inmunes del SNC, tales como los astrocitos, oligodendrocitos
y la microglia (Cruz Mendoza et al., 2022). A diferencia de las neuronas, estas células activan cFos
bajo la influencia de la proliferacion, diferenciacion, crecimiento, inflamacién, reparacién, dafio,
plasticidad y otras condiciones (Cruz Mendoza et al., 2022). En la microglia, esta activacion de cFos
también esta asociada con el LPS tanto en ratas como ratones y localizado principalmente en el
hipocampo y el hipotalamo (Rigillo et al., 2018), lo que implica una herramienta poderosa para

dilucidar las respuestas inflamatorias que se llevan a cabo en el cerebro (Cruz Mendoza et al., 2022).

El aumento considerable de citocinas proinflamatorias como IL-1[3, IL-6 y TNF-a, asi como de cFos

en estructuras como el hipotalamo y el hipocampo, se desencadena gracias al receptor TLR4 y el
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receptor de LPS, CD14 (Cavaillon, 2018; Rigillo et al., 2018; Xia et al., 2006), lo que implica que

CD14 es clave en la induccion de la respuesta inflamatoria.

Una gran cantidad de plantas y sus metabolitos secundarios han sido evaluadas por su actividad
antiinflamatoria en el SNC y desordenes neuroldgicos, las cuales actdan principalmente sobre la via
de NF-kB, dentro de estos se encuentran principalmente los flavonoides, pero también otros
metabolitos (Kumazawa et al., 2006). Por ejemplo, el 6-gingerol del jengibre puede reducir la
expresion de TNF-a, IL-18 e IL-6 (Imran et al., 2021). Los metabolitos de Bunchosia armeniaca como
la quercetina, la apigenina, la baicalina, la vitexina y el resveratrol previenen el deterioro de la
memoria, posiblemente a través de su efecto antioxidante y antiinflamatorio (Abbas et al., 2022). El
sulforafano del brécoli (Brassica oleracea var), el canabidiol de las especies de Cannabis, el
carvacrol y timol del orégano (Origanum vulgare) inhiben la activacién inducida por LPS de la via de
sefializacion NF-kB y las secreciones de proteinas inflamatorias (dos Santos Pereira et al., 2020;
Gholijani et al., 2016; Somensi et al., 2019; Subedi et al., 2019). EIl &cido rosmarinico de la familia
Lamiaceae y la curcumina de la circuma inhiben la expresion de TLR4, CD14 y NF-kB (Wei et al.,
2018; Zhang et al., 2019) y el TLR4 no solo se ha asociado a la respuesta inflamatoria, sino también
al dolor (Li et al., 2016).

La actividad antinflamatoria en géneros de Pereskia se ha encontrado en P. aculeata (de Castro
Campos Pinto, Machado, et al., 2015), sin embargo, la actividad antinociceptiva se ha informado en
P. aculeata (de Castro Campos Pinto, do Nascimiento Duque, et al., 2015), P. lychnidiflora (Guerra
et al., 2018), P. bleo (C. Guilhon et al., 2012), asi como P. sacharosa (Ruiz Velasco Martinez et al.,
2022). La sensacion de dolor puede ser controlada de manera efectiva por sistemas de
neurotransmisores como los sistemas oxidonitrérgicos, opioides, colinérgicos, entre otros. Los
mecanismos antinociceptivos descritos en plantas de Pereskia mencionan principalmente la via de
los receptores opioides, aunque también los receptores colinérgicos, vainilloides y de glutamato (de
Castro Campos Pinto, do Nascimiento Duque, et al., 2015; Guilhon et al., 2015). En el estudio
realizado por Ruiz-Velasco-Martinez et al. (2022), encontraron que la actividad antinociceptiva de P.
sacharosa era inhibida por naltrexona (antagonista de los receptores opioides), flumazenil
(antagonista del receptor del acido gamma-aminobutirico A, GABAA) o WAY 100635 (antagonista del
receptor 5-hidroxitriptamina 1A, 5-HT1A), por lo que da la pauta para proponer un mecanismo en el

que los compuestos de P. sacharosa actien como antinociceptivos.

Con los datos obtenidos sobre la expresion de cFos y CD14 en el cerebro de los ratones evaluados,
asi como con los datos electroencefalogréaficos se puede observar la disminucién de los sintomas y
signos de inflamacion en los animales aun con la enfermedad activa, lo que permite el regreso
temprano de la actividad ambulatoria y bienestar del animal, lo que indicaria una actividad

antinociceptiva y antiinflamatoria de P. sacharosa.
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8. CONCLUSIONES

Se establecieron cultivos in vitro de tejido calloso de P. sacharosa a partir de explantes de tallo y
utilizando TDZ y ANA como RCV. La cinética de crecimiento mostré una biomasa maxima a los 30

dias, tiempo en el que el tejido calloso puede ser recolectado.

La F10 obtenida del extracto etandlico de hojas de P. sacharosa posee una gran variedad de
compuestos de tipo fendlicos (incluyendo flavonoides como el camferol), terpenoides, esteroides y
saponinas. La comparacion entre el extracto etanélico de callos, de hojas y F10 tuvo similitudes en
cuanto a flavonoides y terpenos. Este tipo de compuestos pueden ser sensibles a la luz y el calor,
por lo que los extractos vegetales deben almacenarse protegidos de la luz y en refrigeracion para

evitar la degradacion de compuestos con actividad biolégica.

Los compuestos de F10 de P. sacharosa logran atravesar la barrera hematoencefélica en el SNC de
ratones y localizarse en los ventriculos cerebrales. Esta sefial es similar al de un estandar de

camferol, flavonoide presente en F10.

La actividad cerebral en el hipocampo de ratas con LPS mostrd principalmente una disminucion de
las ondas de baja frecuencia como theta, con respecto a su linea basal; mientras que con F10 la
actividad theta se mantuvo similar a la linea base, mostrando que con F10 las ratas se encuentran
realizando las actividades propias de las ondas theta, tales como el movimiento voluntario, la vigilia

relajada y la atencién dirigida a un estimulo.

La sefial de los ARNm para cFos y CD14 se encontrd en varias regiones cerebrales tales como el
hipocampo y el hipotalamo. La sefial de cFos y CD14 se mantuvo presente con F10 y hasta 9 h
después. No obstante, en el nucleo arcuato del hipotalamo, las células con cFos y CD14

disminuyeron con la presencia de F10 a las 3 h.

Finalmente, estos hallazgos indican que los compuestos en F10 de P. sacharosa disminuyen los
signos de inflamacién a tiempos tempranos, permitiendo el regreso temprano de la actividad

ambulatoria del animal alin con la enfermedad activa.
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