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Resumen

La malaria causa alrededor de 500.000 muertes anuales en el mundo. El parasito causante
de la enfermedad (Plasmodium sp) ha adquirido resistencia a los medicamentos actuales lo
gue obliga a la continua busqueda de nuevas sustancias bioactivas para su control. En esta
investigacion, se establecieron condiciones de cultivo para células de Azadirachta indica
gue favorecieran la produccién de metabolitos secundarios con actividad antiplasmodial in
vitro sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum. A partir de la biomasa cultivada bajo
tales condiciones, se obtuvieron extractos y con ellos se realizaron ensayos de actividad
sobre el parasito. Adicionalmente, se llevd a cabo un estudio de actividad bioldgica para
determinar el estadio especifico sobre el cual actuaba el extracto mas activo y
posteriormente, este mismo fue analizado mediante UPLC-ESI-Qtof-MS con el fin de
identificar tentativamente algunos compuestos que pudiesen estar implicados en la
actividad antiplasmodial. Las mejores combinaciones a nivel de matraz Erlenmeyer fueron:
25°C, 40 gSac/L, sin adicion de perdxido de hidrégeno y empleando matraces Erlenmeyer
sin bafles (ICso = 26.16 pg/mL) y 15 °C, empleando medio MS, en presencia del precursor
acetato de sodio, sin adicion de elicitores y 30 gSac/L) (ICso = 18.72 pg/mL, mejor actividad
a escala de matraz). Sin embargo, la actividad antiplasmodial in vitro fue principalmente
promovida en biorreactor de tanque agitado operado a una velocidad de 400 rpm, 30% OD,
30 gSac/L, en oscuridad continua y a 25 °C. Bajo estas condiciones se registré la mejor
actividad antiplasmodial de toda la investigacidn e incluso, se considera promisoria (ICso =
10.67 pg/mL). Ademas, este extracto inhibe el parasito en el estadio trofozoito inmaduro
temprano. Finalmente, se identificaron tentativamente 16 metabolitos dentro del extracto,
entre limonoides, diterpenoides y derivados de acidos grasos. De esta forma, se logro
establecer condiciones adecuadas para los cultivos celulares de Azadirachta indica que
promueven la produccién de metabolitos secundarios con actividad antiplasmodial in vitro
sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum, siendo dicha actividad promisoria y
permitiendo perfilar el cultivo de células en suspension de neem como una nueva

alternativa de produccién de antimalaricos.



Palabras clave: antimaldrico, biorreactor de tanque agitado, concentracidn inhibitoria 50

(ICs0) limonoides, malaria, neem, Plasmodium falciparum.



Abstract

Malaria causes around 500,000 deaths worldwide each year. It is caused by parasites of the
Plasmodium genus, such as Plasmodium falciparum, that has acquired resistance to current
medications; thus, forcing a continuous search for new bioactive substances to achieve its
control. In this research, conditions for Azadirachta indica cell cultures were established to
stimulate the production of secondary metabolites with in vitro antiplasmodial activity
against Plasmodium falciparum (FCR3 strain). Extracts were obtained from the biomass
cultivated under those conditions and bioactivity assays were carried out. Additionally, the
most active extract was evaluated in a Stage-Specific Timing and also analyzed using UPLC-
ESI-Qtof-MS in order to detect some compounds probably involved in antiplasmodial
activity. The best culture conditions using shake flasks were: 25° C, 40 gSac / L, no addition
of hydrogen peroxide and no baffles (ICso = 26.16 pg / mL), and 15° C, using MS medium,
adding sodium acetate precursor, not using elicitors and 30 gSac / L) (ICso = 18.72 ug / mL,
the best activity in this scale). However, in vitro antiplasmodial activity was mainly
promoted in a stirred tank bioreactor operated at 400 rpm, 30% DO, 30 gSac / L, in
continuous darkness and 25° C. The best antiplasmodial activity was enriched under these
conditions and is even considered as promising (ICso = 10.67 pg / mL). Furthermore, this
extract inhibits the parasite in the early immature trophozoite stage. Finally, 16 metabolites
were tentatively identified within the extract, including limonoids, diterpenoids, and fatty
acid derivatives. In this way, it was possible to establish conditions for Azadirachta indica
cell cultures that promote the production of secondary metabolites with in vitro
antiplasmodial activity against Plasmodium falciparum (FCR3 strain). This activity is
promising and sets the cells suspension cultures of neem as a new alternative to the

production of antimalarials.

Keywords: antimalarial, half maximal inhibitory concentration (ICso), limonoids, malaria,

neem, Plasmodium falciparum, stirred tank bioreactor.



1. Introduccion

La malaria, también conocida como paludismo es una enfermedad causada por parasitos
del Phylum Apicomplexa, como Plasmodium falciparum. Para el afio 2018, se estimaron
cerca de 228 millones de casos a nivel mundial y 405.000 personas muertas a causa de la
malaria (World Health Organization, 2019). El Instituto Nacional de Salud, asevera que esta
enfermedad representa un grave problema de salud publica en Colombia, debido a que
cerca de 85% del territorio rural colombiano esta situado por debajo de los 1.600 m.s.n.m
y presenta condiciones climaticas, geograficas y epidemiolégicas aptas para su transmision.
Adicionalmente, lo mds preocupante es el hecho de que el control y tratamiento de la
enfermedad es cada vez mas dificil, pues el parasito causante ha desarrollado resistencia a
los medicamentos comunmente utilizados y es escaso el nUmero de antimaldricos efectivos
desarrollados en las ultimas décadas. Sin embargo, muchas investigaciones estdn siendo
orientadas a la busqueda de nuevas alternativas para controlar la malaria, porque
inevitablemente, el problema de la resistencia a los medicamentos antimaldricos actuales

requiere nuevas alternativas de tratamiento para esta afeccién.

Innumerables reportes en la literatura dan cuenta de que los extractos provenientes de
plantas son una alternativa farmacéutica para tratar la malaria y resaltan la importancia de
la busqueda de nuevas fuentes de medicamentos a partir de los productos naturales (Garcia
etal., 2013 ; Mesa et al., 2011 ; Suleman et al., 2017). Simultaneamente, el arbol del neem
(Azadirachta. indica) ha sido catalogado como una especie vegetal productora de
compuestos con actividad antiplasmodial, que podrian contribuir significativamente en el
control de la malaria (Dhar et al., 1998 ; Somsak et al., 2015 ; Udeinya et al., 2003). Sin
embargo, la obtencidn de dichos compuestos es dificil porque depende de la produccién de
semillas, ya que la fuente principal de estas sustancias es el aceite que se extrae de ellas.
Adicionalmente, la produccidon de estos drganos es anual y sélo una pequeiia porcién de
ellos es realmente destinada a la extraccion de agentes como la azadiractina (compuesto

mas conocido producido por el neem). Por otra parte, la complejidad estructural de los



compuestos producidos durante el metabolismo secundario del neem dificulta en gran
medida su sintesis quimica y acrecienta los costos de su fabricacién. De esta forma vy
considerando la importancia de los compuestos producidos por A. indica y su reducida
oferta, se ha implementado el uso de herramientas biotecnoldgicas para lograr su
produccién. En los grupos de investigacion de Biotecnologia Industrial y Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellinse han establecido
protocolos para la desinfeccion de semillas y hojas de neem y para el establecimiento de
callos y suspensiones celulares (a nivel de matraz Erlenmeyer y en biorreactores de tanque
agitado). Ademds, se han estudiado algunas condiciones de crecimiento para dichos
cultivos, asi como su respuesta a diversos factores de estrés y la producciéon de limonoides

con actividad antialimentaria sobre insectos (Vasquez et al., 2015; Villegas et al., 2017).

Problema de investigacion: Actualmente y a nivel mundial existe una gran problematica a
causa de la deficiencia de tratamientos para controlar la malaria, esto a raiz de la gran
capacidad adaptativa del parasito que la causa. Sin embargo, en el presente trabajo se
abordard un problema mas especifico que esta ligado al anterior. El arbol del neem (A.
indica) es una especie vegetal conocida por producir compuestos con actividad
antiplasmodial. No obstante, la obtencién de estas sutancias es complicada puesto que
depende del ciclo de vida del arbol y su sintesis quimica es muy compleja. Para contribuir
a la solucidn de dicho problema se implementaron algunas estrategias basadas en el cultivo
in vitro de tejidos vegetales, con miras a favorecer la actividad antiplasmodial in vitro de los

extractos provenientes de cultivos celulares de A. indica.

Como hipétesis de investigacion se plantea que el uso de determinado medio de cultivo
para las células en suspension (precursores, elicitores, etc) y las condiciones del cultivo
(como la temperatura y la agitacidn) incrementan la actividad antiplasmodial in vitro de los
extractos obtenidos a partir de las células en suspension de Azadirachta indica, sobre la

cepa FCR3 de Plasmodium falciparum.



Fundamentado en lo anterior, en este trabajo se planted como objetivo principal establecer
condiciones de cultivo para las células en suspension de Azadirachta indica que favorezcan
la produccion de metabolitos secundarios con actividad antiplasmodial in vitro y describir
el efecto de las fracciones bioactivas, provenientes del extracto crudo de dichas células

sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum.

Para alcanzarlo, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar condiciones de cultivo para las células en suspensiéon de Azadirachta
indica que favorezcan la producciéon de metabolitos secundarios con actividad

antiplasmodial en matraces Erlenmeyer.

2. Evaluar la actividad biolégica sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum de los
extractos obtenidos bajo diferentes condiciones de cultivo celular de Azadirachta

indica en biorreactor de tanque agitado.

3. Describir el efecto causado sobre la cepa FCR3 Plasmodium falciparum por las

fracciones bioactivas obtenidas a partir del extracto con mayor actividad bioldgica.

El cumplimiento de los objetivos especificos 1y 2 se ve reflejado en las secciones 4.1y 4.2
del presente manuscrito. El objetivo 3 se resuelve en la seccon 4.3. Adicionalmente, se
efectud un analisis quimico mediante la técnica UPLC-ESI-Qtof-MS a una de las fracciones
de extracto que presentd actividad antiplasmodial in vitro sobre la cepa FCR3 de P.
falciparum. Si bien esta ultima actividad no hacia parte de los objetivos del presente
trabajo, se llevod a cabo con la intencidon de profundizar un poco en la composicidn quimica
del extracto obtenido y sentar las bases para futuras investigaciones que puedan
encaminarse en esa direccion. Asi pues, el analisis quimico presentado en la seccion 4.4 fue
un procedimiento que se desarrolld en adicion y cuyos resultados fortalecen

significativamente el trabajo aqui presentado.



2. Marco tedrico

2.1. El arbol del neem y sus propiedades

El neem (Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae)) es un arbol vernaculo de la India y
Birmania que sélo crece en regiones tropicales y subtropicales. Su crecimiento es rapidoy
puede alcanzar entre 15 y 20 m de altura. Presenta abundante follaje durante todas las
temporadas del afo, produce flores de color blanco con fragancia notoria y sus semillas,
similares a las aceitunas, describen una forma de ovalo alargado. Gupta et al., (2017)
afirman que esta planta es ampliamente reconocida ya que exhibe una gran variedad de
propiedades entre ellas medicinales y alimenticias. También que ha sido ampliamente
usada en los continentes africano y asiatico durante miles de afios y que diferentes partes
de esta especie vegetal como las hojas, las semillas, las flores y el tallo han sido empleadas
para tratar enfermedades tanto agudas como cronicas. De esta forma, el neem ha sido
empleado como agente antimicrobiano, insecticida, larvicida, antimalarico, antiviral y
espermicida (Gupta et al., 2017). Por otra parte, Figueroa (s.f) asegura que mas de 800
reportes en todo el mundo dan cuenta de las capacidades nematicidas de esta especie sin
igual y de su potencial antialimentario sobre diversas especies de insectos. Se ha reportado
gue el neem controla mds de 400 plagas de forma segura, perfilandose asi, como la
alternativa mas efectiva para reemplazar los insecticidas quimicos que suelen ser
extremadamente téxicos (Saxena, 1998 ; Prakash y Srivastava, 2007). El gusano cogollero
del maiz (Sopodoptera frugiperda) es un insecto cuyas larvas se alimentan de las hojas
tiernas del maiz, del arroz y del algoddén ocasionando innumerables pérdidas en el sector
agricolay es una de las especias que puede ser controlada con el neem. Wandscheer et al.,
(2004) determinaron que el extracto etandlico de semillas de neem ocasionaba la muerte a
larvas del tercer y cuarto instar de Aedes aegyti (agente transmisor del dengue) y de la
misma forma Batabyal et al., (2007) evaluaron un extracto metandélico de semillas de neem
y comprobaron que tenia gran efecto larvicida sobre Anopheles stephensi (agente

transmisor de la malaria).



De otro modo, numerosos estudios se han llevado a cabo con el fin de establecer si el arbol
del neem tiene efecto sobre otros sistemas bioldgicos como el cancer, parasitos causantes
de enfermedades en humanos, virus, bacterias y hongos, siendo los resultados obtenidos
muy alentadores y promisorios. Por ejemplo, en la India se encontré que el extracto de
neem es un potente inductor de la apoptosis en células de cancer cervical (Vasenwala et al.,
2012); que la azadiractina (principal metabolito secundario producido por la planta) logra
disminuir la proliferacion celular y la formacién de micronucleos en lineas celulares de
glioblastoma humano (Akudugu et al., 2001) y que en combinaciéon con un pH alcalino el
extracto de neem causa una alta mortalidad en células de cancer de mama (Trivedi et al.,
2018). Ademads, Thakurta et al., (2007) evaluaron el efecto antibacterial, antisecretorio y
antihemorragico de un extracto metandlico de hojas de neem sobre Vibrio cholerae
obteniendo buenos resultados al ensayar sobre una sepa resistente a los medicamentos
habituales. Kumar et al., (2018) reportaron para un extracto metandlico de hojas de A.
indica una alta actividad contra Staphylococcus aurus y Escherichia coli. Bhatnagar vy
McCormick (1998) por su parte, concluyeron que un extracto de hojas de neem redujo en
un 98 % la sintesis de aflatoxinas por parte de Aspergillus parasiticus. En cuanto a virus se
refiere, el Dengue tipo 2 logré ser inhibido por el extracto acuoso de las hojas de
Azadirachta indica (Parida et al., 2001).

El efecto ejercido por esta planta sobre pardsitos de los géneros Tripanosoma, Plasmodium
y Leishmania también ha sido objeto de numerosas investigaciones. Por ejemplo, Cesa et
al., (2019) reportan el efecto antiplasmodial y antileishmanial del aceite de semillas de
neem. Para el caso de Plasmodium falciparum (agente causante de la malaria), Dhar et al.,
(1998) evaluaron fracciones polares y no polares obtenidas a partir del extracto de semillas
de neem tanto en la fase sexual como la asexual de este microorganismo. Encontraron que
las fracciones inhibian los trofozoitos, los esquizontes y detenia la maduracién de los
gametocitos. Ademas, el estudio se llevé a cabo sobre parasitos que presentaban
resistencia a las drogas convencionales empleadas en el tratamiento de la malaria, tales
como cloroquina y pirimetamina sugiriendo diferentes modos de accién por parte de las

fracciones. También se observd que la azadiractina y algunos de sus derivados semi-



sintéticos bloquean el desarrollo de gametos masculinos méviles de Plasmodium berghei in
vitro (Jones et al., 1994). En otra investigacion mas reciente se evaludé y comprobd el
potencial antiplasmodial de compuestos derivados del aceite de neem sobre cepas de P.
falciparum resistentes y sensibles a cloroquina (Yadav et al., 2017). Dahiya et al., (2016)
analizaron el potencial de la azadiractina Ay del producto comercial NeemAzal® para inhibir
la formacién de microgametos de P. berghei en ratones y la transmisidn de P. berghei a los
mosquitos Anopheles stephensi cuando se administra a ratones gametocitémicos antes de
la exposicidn a los mosquitos, respectivamente.

Por su parte, Gupta et al., (2017) relatan que en Nigeria y la India se ha recurrido al neem
para tratar la malaria y hacen referencia a su potente actividad antiplasmodial. Priyanka et
al., (2013) sugieren que el neem debe ser estudiado mas a fondo, pues exhibe una alta 'y
potente propiedad antimalarica que lo perfila como un candidato para nuevos tratamientos
de esta enfermedad. En otro estudio se encontré que el extracto etandlico de corteza de
Azadirachta indica tiene efecto sobre Trypanosoma brucei (agente causante de la
enfermedad del suefio). Diferentes concentraciones del extracto fueron evaluadas in vitro
sobre el parasito e in vivo sobre ratones infectados y adicionalmente se determind su
toxicidad sobre ratones no infectados. Los experimentos in vitro mostraron que las
diferentes concentraciones evaluadas del extracto tenian una notable actividad sobre T.
brucei brucei, con tan solo segundos de inoculaciéon. Aun asi, los investigadores a cargo
sugieren a la comunidad cientifica trabajar mas profundamente en el potenciamiento de tal
efecto (Wulari Mbaya et al., 2010).

Por todas las propiedades expuestas anteriormente, por el hecho de que es una de las
primeras plantas mencionadas en el Siddha medicine (el sistema médico mas antiguo
conocido por la humanidad) y debido a su amplio rango de actividad bioldgica, el neem ha
sido llamado: la farmacia de la aldea, la farmacia de la naturaleza, la cura de todo y panacea
para todas las enfermedades. No en vano, también se ha citado al neem como “El arbol

milagroso de la india” (Gupta et al., (2017).
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2.2. Cultivo de células en suspension de A. indica y

produccion in vitro de sus metabolitos secundarios

El significado del término metabolito secundario es basto y extenso, pero en este caso
bastara con decir que se trata de una sustancia organica sintetizada por un organismo, la
cual no desempefia un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo. Los
metabolitos secundarios de origen vegetal son sustancias quimicas sintetizadas por las
plantas que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma tal que su ausencia no es
letal para ellas como si lo seria en el caso de un metabolito primario. Muchas de las
funciones de los metabolitos secundarios aun no son bien conocidas, pero se sabe que
intervienen en la interaccidn ecoldgica entre las plantas y su ambiente (Croteau et al., 2000).
La azadiractina es considerada el compuesto mas importante producido por el neem, de ahi
gue cientos de investigaciones alrededor del mundo hayan sido encaminadas a su estudio
y obtencion. Entre el 70 y 90 % de la actividad bioldgica de la planta es debida a la
azadiractina. Ademas, causa cerca del 90 % de su efecto sobre insectos (Jaramillo, 1996).

La complejidad estructural de los compuestos producidos durante el metabolismo
secundario del neem dificulta en gran medida su sintesis quimica y acrecienta los costos de
su fabricacion. Estas sustancias se producen principalmente en el fruto de la planta, por tal
razon la fuente principal de estos metabolitos es el aceite de las semillas. La produccion de
estos érganos es anual y sélo una pequefia porcidn de ellos es realmente destinada a la
extracciéon de agentes como la azadiractina (Sidhu y Behl, 1996). Estos mismos autores
relatan que debido a la existencia de diferentes genotipos de la planta y su amplia
distribucién a nivel mundial, el contenido de metabolitos secundarios en las semillas es
variable. Muchas investigaciones han sido encaminadas a desarrollar metodologias que
permitan la produccién in vitro de estos compuestos. El establecimiento de callos friables
a partir de explantes del arbol y el cultivo de suspensiones celulares son las metodologias
gue han esclarecido el panorama de la produccién de los metabolitos secundarios de A.
indica. En la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin se ha logrado establecer

cultivos de células en suspensién de neem en matraces Erlenmeyer y en biorreactores de
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tanque agitado y se han desarrollado investigaciones con el fin de determinar la
bioactividad de los extractos provenientes de dichos cultivos. Como resultado de esos
trabajos se logré establecer la Dosis Letal Media (DLso) de los extractos de neem sobre S.
frugiperda y su actividad antifungica sobre hongos dermatofitos (Trujillo et al,
2008; Ospina, 2012). Se describio el efecto de elicitores abidticos en la produccion in vitro
de azadiractina e incluso se ha profundizado en metodologias para el escalado de las
condiciones de crecimiento y produccidn en biorreactores de tanque agitado (Capataz,
2005 ; Orozco, 2009 ; Vasquez et al., 2015; Villegas et al., 2017).

La produccion in vitro de los terpenoides del neem comienza con el establecimiento de
callos friables mediante condiciones de asepsia. Un callo es un cdmulo de células vegetales
desdiferenciadas que crecen en aglomerados. La caracteristica de friable radica en su
capacidad de segregarse facilmente. Los callos pueden establecerse a partir de cualquier
explante proveniente de la planta, bien sean segmentos de una hoja, una semilla o una raiz.
Estos drganos o tejidos son sometidos a un proceso de desinfeccion y luego son cultivados
en un medio de crecimiento sdlido rico en nutrientes que facilitan la produccién de los
metabolitos de interés (medio MS suplementado como vitaminas y reguladores de
crecimiento) (Capataz et al., 2007). Una vez se obtienen callos friables de buen tamario se
procede a cultivarlos en un medio liquido de igual composicion al sélido, pero carente de
gelificante. Los callos son previamente macerados y puestos luego en matraces Erlenmeyer
con el medio de cultivo. Una vez concluido el procedimiento descrito se procede a crecer
las suspensiones en condiciones de oscuridad y agitacién continua (Capataz et al., 2007). El
constante movimiento facilita el mezclado homogéneo de la suspension y garantiza el
acceso por parte de las células a los nutrientes del medio. La oscuridad evita la accidn de la
luz sobre los metabolitos producidos por las suspensiones celulares durante su crecimiento.
Las suspensiones cultivadas a este nivel, constituyen el indculo para realizar el escalado o
cultivo en biorreactores de mayor tamafo como los tanques agitados (Capataz, 2005 ;

Orozco, 2009 ; Vasquez et al., 2015; Villegas et al., 2017).
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2.3. Estrés hidrodinamico y elicitacidn en cultivos de células

vegetales en suspension

Las plantas son organismos complejos, altamente especializados y extremadamente
sensibles que responden de forma sorprendente, en términos de eficiencia, rapidez y
eficacia, a cualquier variacién en su entorno (dada su condicion de inmovilidad). Tales
variaciones, que no son mas que desviaciones significativas en las condiciones propicias
para la vida, inducen modificaciones a nivel funcional en las plantas. Estas alteraciones
reciben el nombre de factores de estrés (Larcher, 1995) y al conjunto de respuestas
fisiolégicas y bioquimicas que se desencadenan cuando la planta esta bajo uno de estos
factores, se le conoce como estrés. El estado de estrés es particularmente diferente al
estado de desarrollo normal experimentado por las plantas en condiciones 6ptimas de
crecimiento (Benavides, 2002). Entre los factores de estrés mas comunes en la naturaleza
se encuentran los cambios en la temperatura, la salinidad, la radiacidn ultravioleta y la
disponibilidad de agua. Adicionalmente, las plantas poseen una caracteristica remarcable
y es la cantidad inimaginable de sustancias que producen, las cuales el hombre aprovecha
desde tiempos inmemoriales. Muchas de ellas se producen naturalmente durante el
desarrollo normal de la planta, mientras que otras se originan en respuesta a algun estimulo
externo como los factores anteriormente descritos o los elicitores. Estos ultimos son en
general, productos quimicos de diversa procedencia que desencadenan una serie de
respuestas fisioldgicas y morfolégicas, o bien, reacciones de defensa acompafadas de la
acumulacién de metabolitos secundarios como las fitoalexinas (compuestos
antimicrobianos) (Zhao et al, 2005). Los elicitores pueden ser iones metalicos, compuestos
inorganicos, sustancias de origen microbiano o provenientes de depredadores herbivoros.
Esto ha sido usado por muchos investigadores con el fin de potenciar la produccién de
metabolitos secundarios de alto valor agregado en cultivos de células vegetales. Por
ejemplo, se ha demostrado que algunos elicitores como el metil jasmonato, el extracto de
levadura y el AgNOs tienen la facultad de estimular la produccién de tanshinona vy

criptotanshinona en cultivos de raices adventicias de Perovskia abrotanoides Karel (Zaker
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et at, 2014). Figueroay colegas (2014) sugieren la aplicacién de acido salicilico en hojas de
Mentha piperita para favorecer la producciéon de compuestos bioactivos y mejorar la
capacidad antioxidante de las infusiones a base de menta. Por otra parte, la produccién de
limonoides con actividad insecticida, como la azadiractina, se ve altamente favorecida en
células de A. indica cuando son cultivadas en presencia de acido jasmonico, quitosano y
acido salicilico. Prakash y colegas (2005) lograron aumentar la produccidn de azadiractina
en un 19% cultivando las células de neem en completa oscuridad. Vasquez y colaboradores
(2015) confirmaron que el empleo de varios elicitores como el acido jasmadnico, el acido
salicilico y el quitosano también potencian la produccién de metabolitos secundarios en
cultivos celulares de neem, mediante un cultivo en dos etapas en biorreactor de tanque
agitado. En esta ultima investigacidn, se observd que la concentracion de limonoides
producidos aumentaba de 1.03 a 4.32 mg limonoides/g cs (células secas). Otro reporte
expone que la produccién de azadiractina en matraces Erlenmeyer incrementa desde 2.2 +
0.13 hasta 7.6 + 0.35 mg/g después de 24 h de agregar los elicitores al medio de cultivo
(quitosano, acido jasmonico y acido salicilico) y pasadas 48 h aumenta hasta 17.4 + 0.01
mg/g (Prakash y Srivastava, 2008). Capataz (2005) por su parte, probd diferentes
condiciones de luz y temperatura y evalud la produccién de azadiractina en sus cultivos,
estableciendo que la luz y la temperatura baja favorecian ampliamente la produccién del
compuesto en matraces Erlenmeyer.

Fuera de esto, las células vegetales suelen estar sometidas a otro tipo de estrés cuando son
cultivadas en biorreactores de tanque agitado. Este estrés esta relacionado con las
condiciones hidrodinamicas del cultivo, las cuales varian con la agitacion y la aireacién y es
conocido como estrés hidrodindamico. Este, acarrea dafios a nivel celular que bien podrian
ser letales, y conllevar a la muerte por apoptosis o lisis, o subletales, que se reflejarian en
alteraciones metabdlicas (Trujillo-Roldan y Valdéz-Cruz, 2006). Dichas variaciones podrian
ser negativas y manifestarse en la reduccion de la viabilidad celular, la liberacién de
compuestos intracelulares, cambios en el metabolismo (concentraciones de ATP,
respiracion, contenido total de carbdn, composicidon de la pared celular) y cambios en la

morfologia o patrones de agregacion de las células (Kieran et al., 1997). No obstante,
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también podrian acarrear efectos positivos que pueden evidenciarse en el aumento del
rendimiento de metabolitos secundarios, de interés comercial, que se estarian produciendo
con el fin de cumplir funciones protectoras contra el estrés (Busto, et al., 2007; Namdev y

Dunlop, 1995).

2.4. Plasmodium falciparum

2.4.1. Generalidades

Plasmodium falciparum es uno de los pardsitos mas patdgenos del Phylum Apicomplexa y
la especie responsable de la forma mas severa de malaria humana, una infeccidn recurrente
muy grave, aguda y crdnica con los indices mds altos de complicaciones y mortalidad. Se
estiman cerca de 228 millones de casos a nivel mundial y 405.000 personas muertas a causa
de esta enfermedad, para el afio 2018 (World Health Organization, 2019). El Instituto
Nacional de Salud de Colombia, asevera que en América hay transmisién de malaria en
nueve paises de la regidon que comparten la selva amazdnica, y en ocho paises de América
Central y el Caribe. En Colombia representa un grave problema de salud publica, debido a
que cerca de 85 % del territorio rural colombiano esta situado por debajo de los 1.600
m.s.n.m y presenta condiciones climaticas, geograficas y epidemioldgicas aptas para la
transmision de la enfermedad. Su morbilidad en las ultimas tres décadas ha mantenido una
tendencia ascendente, y en el nuevo milenio se ha registrado un comportamiento con
promedios anuales de 120.000 a 140.000 casos. Desde 1974, los episodios de malaria
producidos por P. vivax predominan en el pais (60 a 65%), aun cuando en regiones como la
costa Pacifica la relacién favorece a P. falciparum (Instituto Nacional de Salud, 2015). En
general, este parasito es el causante del 80 % de las infecciones de paludismo, del 90 % de
las muertes a causa de esta enfermedad y ademas es el Unico capaz de producir malaria
cerebral. Es transmitido por dipteros del género Anopheles dentro de los cuales se lleva a
cabo el ciclo de vida sexual del parasito. Una vez P. falciparum ingresa al cuerpo humano
infecta los hepatocitos y glédbulos rojos causando la muerte por anemia (Trager and Jensen,

1976 ; Biamonte et al., 2013).
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2.4.2. Ciclo de vida de Plasmodium falciparum

P. falciparum presenta un complejo ciclo de vida que requiere de dos hospederos, uno
vertebradoy otro invertebrado. En suhospedero vertebrado, ocurre el ciclo de vida asexual
0 esquizogdnico que comienza con la inyeccion de esporozoitos mediante la picadura de un
mosquito Anopheles sp. (Figura 1). Los esporozoitos viajan hasta el higado donde maduran
a estadios conocidos como esquizontes. Después de multiples replicaciones, éstos dan
lugar a 20.000 merozoitos aproximadamente después de sélo 5 dias. Los merozoitos al ser
liberados al torrente sanguineo invaden eritrocitos dando inicio al ciclo celular
eritrocitario. Los merozoitos se diferencian a anillo y luego a trofozoito, estadio en el cual
incrementan su tamafo, tasa metabdlica, sintesis de proteinas e inician la replicacion del
genoma. Mediante multiples divisiones nucleares los trofozoitos se transforman en
esquizontes, dentro de los cuales se inicia la sintesis de organelos para cada una de las
células hijas. Luego de 48 horas, por cada eritrocito infectado se liberan entre 16 a 32
nuevos parasitos que al ser liberados al torrente sanguineo infectan nuevos eritrocitos. El
ciclo sexual o esporogdénico es promovido cuando un pequeiio porcentaje de pardsitos
circulantes se diferencia a células sexuales que son transmitidas al mosquito cuando se
alimenta de sangre infectada (Grupo de Investigacién en Bioquimica de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Bogotd, 2015; Biamonte et al., 2013). Los gametocitos o células
sexuales, son absorbidos por un mosquito hembra durante su ingesta de sangre. Dentro
del intestino medio del insecto, los gametocitos masculinos se someten a una divisién
nuclear rapida produciendo ocho microgametos flagelados que fertilizan los macrogametos
femeninos originando los ooquinetos. Estos Gltimos, atraviesan la pared del intestino del
mosquito y se enquistan en el exterior de la misma en forma de ooquistes. Pronto, los
ooquistes se rompen, liberando cientos de esporozoitos en la cavidad del cuerpo del
mosquito, donde eventualmente migran a las glandulas salivales (Medicines for Malaria

Venture, 2010).
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Figura 1. Ciclo de vida (Plasmodium spp.)

Tomado de CDC (Centers for Disease Control and Prevention, 2018).

2.4.3. La malaria

La malaria, también conocida como paludismo, es una enfermedad caracterizada por
paroxismos de fiebre, escalofrios, sudoracion, fatiga, anemia y esplenomegalia (aumento
considerable en el tamafio del bazo). Después de la infeccion, los parasitos se desplazan
hasta el higado, donde maduran y posteriormente ingresan en el torrente sanguineo e
infectan los gldbulos rojos. Los parasitos se multiplican dentro de dichas células, las cuales
se rompen pasadas de 48 a 72 horas e infectan mas glébulos rojos. Los primeros sintomas
se presentan por lo general de 10 dias a 4 semanas después de la infeccion, aunque pueden

aparecer incluso a los 8 dias o hasta 1 afio después de ésta. La mayoria de los sintomas son
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causados por la liberacién de los parasitos en el torrente sanguineo, la anemia resultante
de la destruccion de glébulos rojos y las grandes cantidades de hemoglobina libre liberada
luego de la ruptura de los eritrocitos. La malaria también se puede transmitir de la madre
al feto (de manera congénita) y por transfusiones sanguineas (Fairhurst y Wellems, 2009).
Ademas, tras la infeccion por Plasmodium la inmunidad no es completa pues previene la
enfermedad grave, pero permite futuras infecciones. En algunos casos, los parasitos
circulan en bajo numero durante mucho tiempo, porque no se les permite multiplicarse
rapidamente y causar una infeccién grave. También se producen episodios repetidos de
infeccidn ya que el parasito desarrolla una serie de estrategias de evasién inmunitaria, como
la replicacion intracelular, la citoadherencia vascular (que evita que los eritrocitos
infectados pasen por el bazo), la variacidn antigénica rapida y la alteracion del sistema
inmunitario del huésped, que da lugar a una supresidon inmunitaria parcial (Nelson,
2013). Lo mds preocupante es el hecho que el control y tratamiento de la enfermedad es
cada vez mas dificil, pues el parasito ha desarrollado resistencia a los medicamentos
comunmente utilizados y es escaso el numero de antimalaricos efectivos desarrollados en
las ultimas décadas. La cloroquina a menudo es empleada como un antipaludico; sin
embargo, las infecciones resistentes a la cloroquina son comunes en muchas partes del
mundo. Los posibles tratamientos para las infecciones resistentes a la cloroquina abarcan:
combinaciones de derivados de artemisinina (incluyendo artemeter y lumefantrina),
atovacuona-proguanil, tratamientos a base de quinina en combinacidn con doxiciclina o
clindamicina y mefloquina en combinacién con artesunato o doxiciclina (World Health
Organization, 2019 ; Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU, 2015). Siempre se
espera que con el tratamiento se obtengan buenos resultados en la mayoria de los casos de
malaria, pero el prondstico es poco alentador ante una infeccion por P. falciparum con
complicaciones como la encefalitis, anemia hemolitica, insuficiencia renal y hepatica,
meningitis, edema pulmonar o ruptura del bazo. También es especialmente preocupante
la resistencia emergente a las artemisinas. Si bien los tratamientos basados en
combinaciones de diferentes farmacos pueden limitar la resistencia, dicha técnica no es

infalible (Biamonte et al., 2013). Estos mismos autores comentan que la proporcion de
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pacientes que seguia siendo parasitémicos después de algunos dias de tratamiento con
dihidroartemisinina en combinacién con piperaquina, aumento de 26% en 2008 a 45% en

2010, en Camboya.

Es inevitable, el problema de la resistencia a los medicamentos antimaldricos actuales
requiere nuevas alternativas de tratamiento para esta afeccidon. Otro desafio es que la
resistencia a los medicamentos no es la Unica caracteristica del pardsito. De ahi que sea de
gran importancia el desarrollo de nuevas alternativas farmacoldégicas fundamentadas en el
conocimiento basico del agente causante de la enfermedad (Biblioteca Nacional de

Medicina de los EE.UU, 2015).

2.4.4. Breve panorama actual de la busqueda de tratamientos

contra la malaria basada en productos naturales

Hacia la década del 60 se dan a conocer los primeros casos de P. falciparum resistentes a
cloroquina (Carter R y Kamini, 2002). Posterior a los afios 80 se da un nuevo
descubrimiento, la artemisinina producto de la planta Artemisia annua de la familia
Asteraceae, conocida cominmente como qing hao (Haynes, 2006). Esta fue consumida en
forma de té por el pueblo chino durante mil afios, para curar la malaria y en 1972 el
Gobierno Chino la incluyd en el Programa de Descubrimiento de Nuevos Farmacos. De
dicha planta se aisl6 la dihidroartemisinina (DEso de 9.20 nM) de la cual se derivaron nuevas
moléculas como artemeter (CEso de 4.70 nM), arteeter y artesunato de sodio, que hoy en
dia constituyen los derivados de artemisininas mas utilizados para combatir la malaria
(Haynes, 2006). Esta nueva sustancia inicia todo su despliegue terapéutico y es la base
fundamental sobre la cual descansa la nueva practica antimalarica (Blair, 2012). Otras
especies vegetales como Calophyllum inophyllum Linnaeus (Calophyllaceae) y Solanum
nudum Dunal (Solanaceae) son objeto de estudio pues se perfilan como fuente de nuevas
moléculas promisorias en el tratamiento de la malaria. Mesa et al., (2011) determinaron la
actividad antiplasmodial in vitro de extractos y del acido ursdlico obtenidos a partir de hojas

de C. inophyllum y los resultados sugieren la presencia de metabolitos activos contra P.
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falciparum resistente a drogas convencionales. Por su parte Garcia et al., (2013) evaluaron
extractos estandarizados de S. nudum sobre dos cepas de P. falciparum, una sensible (NF54)
y la otra resistente (FCB2) a la cloroquina. El puebloindigena Cubeo de la regiéon amazénica
(Vaupés Medio) ha reportado incontables especies vegetales con propiedades medicinales.
De ellas, 32 fueron usadas para evaluar actividad antiplasmodial in vitro sobre las cepas 3D7
(sensible a cloroquina) y FCR3 (resistente a cloroquina) de P. falciparum. 5% de los extractos
empleados, provenientes de estas plantas mostraron una actividad antiplasmodial
significativa (ICso < 5 pug/mL) y el 83% de ellos no fueron citotdxicos (Pabdn et al., 2016).
Suleman et al.,, (2017) recopilaron informacidon valiosa sobre las especies vegetales
medicinales que se emplean en Etiopia para el tratamiento de la malaria y sus sintomas.
Determinaron que los conocimientos populares aun desempefian un rol muy importante
en el tratamiento de esta enfermedad. Concluyeron que Allium sativum L. (Amaryllidaceae)
Carica papaya L. ( Caricaceae), Vernonia amygdalina Del. (Asteraceae) y Lepidium sativum
L. (Brassicaceae) son las especies mas comunmente reportadas como plantas antipaludicas
en Etiopia y que su actividad antiplasmodial ya ha sido corroborada de forma experimental.
Es de gran importancia retomar en esta seccidon el trabajo realizado por Dhar y
colaboradores (1998), quienes obtuvieron fracciones polares y no polares a partir del
extracto de semillas de neem y las evaluaron sobre P. falciparum (cepa resistente a la
cloroquinay la pirimetamina). Como resultado, encontraron que las fracciones inhibian los
trofozoitos, los esquizontes y detenian la maduracion de los gametocitos, lo cual sugiere
diferentes modos de accion por parte de las fracciones. Ademas, el efecto anti-hemolitico
de un extracto acuoso de hojas de neem fue demostrado por Somsak y colegas (2015), al
evaluarlo en ratones infectados previamente con P. berghei. En este estudio se evalud
nuevamente el efecto de la pirimetamina, percibiéndose hemdlisis en los ratones tratados,
pero ésta podia ser contrarrestada si se aplicaba dicho medicamento en combinacién con
el extracto de hojas de neem. Sumado a lo anterior, investigadores nigerianos en el aino
2003 también demostraron la facultad de un extracto (acetona-agua) de hojas de neem,
para inhibir la capacidad que tienen los parasitos causantes de la malaria de adherirse a los

eritrocitos en el momento de la infeccion (Udeinya et al., 2003). Finalmente, todas estas
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investigaciones permiten pensar en los extractos provenientes de plantas como una
alternativa farmacéutica para tratar la malaria y resaltan la importancia de la busqueda de

nuevas fuentes de medicamentos a partir de los productos naturales.
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3. Metodologia

3.1. Material vegetal

3.1.1. Cultivo de callos de Azadirachta indica

La biomasa empleada en las extracciones quimicas se obtuvo a partir de suspensiones
celulares de neem. Estos cultivos celulares, provinieron a su vez, de callos friables
establecidos a partir de semillas de neem. Los callos se cultivaron en un medio compuesto
por las sales basicas y vitaminas de Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con IBA (acido indolbutirico) 4.0 mg/L y BAP (bencilamino purina) 1.0 mg/L
como hormonas de crecimiento. La fuente de carbono y energia empleada fue sacarosa,
suministrada a una concentracion de 30 g/L y se agregd phytagel como agente gelificante
del medio de cultivo, en una concentracién de 1.75 mg/L. El pH del medio se ajusté siempre
a 5.8 (Capataz, 2005) (figura 2a). Los medios de cultivo fueron esterilizados en un autoclave

a 121 °C, 15 psiy durante 15 min.

Figura 2. Cultivo de células en suspensidn de A. indica usados en la actual investigacion.

a) Callos de A. indica. b) Suspensiones celulares de A.indica en matraz Erlenmeyer. c) Sistema de

agitacion orbital. d) Células de A.indica observadas al microscopio (40X)
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3.1.2. Mantenimiento de los cultivos celulares de Azadirachta

indica en matraz Erlenmeyer

El medio de cultivo empleado para el establecimiento de las suspensiones celulares fue el
mismo que se uso en el cultivo de los callos friables; pero sin agente gelificante. Se tomaron
matraces Erlenmeyers sin balfes de 500 mL provistos con el medio ya descrito y se
inocularon con 1 g de callos friables previamente macerado en condiciones de asepsia. Se
incubaron en oscuridad y agitacion continua sobre un agitador orbital a 120 rpm (Capataz,
2005). El subcultivo de las suspensiones celulares se llevé a cabo cada 10 dias (figura 2b).
Estas condiciones de cultivo constituyeron el tratamiento control analizado en esta

investigacion.

3.2. Evaluacidon de condiciones de cultivo que promuevan
la actividad antiplasmodial in vitro a nivel de matraz

Erlenmeyer

En otras investigaciones, que preceden a esta, se implementaron diferentes estrategias con
el fin de aumentar los rendimientos en produccién de biomasa y de metabolitos
secundarios por parte de los cultivos celulares de neem. Prakash y Srivastava (2008) y
Vasquez (2013), por ejemplo, analizaron el efecto de elicitores como el quitosano, el 4cido
jasmonico y el 4cido salicilico sobre dichas variables. Capataz et al., (2007) estudié el efecto
de la temperatura y la Prakash et al. (2005) y Vasquez (2013) modificaron la composicion
del medio basal (MS) y evaluaron su efecto sobre los cultivos celulares de A. indica.

Asi pues, para favorecer la produccién de metabolitos secundarios con actividad
antiplasmodial in vitro a nivel de matraz Erlenmeyer, se evalud el efecto de la temperatura,
del medio de cultivo, de la presencia de elicitores y de un precursor siguiendo las
metodologias descritas por Capataz et al., (2007), Prakash et al., (2005) y Vasquez
(2013). Estas variables fueron evaluadas en dos niveles diferentes, asi:

e Temperatura: 15°Cy 25°C.
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e Medio de cultivo: se muestra en la tabla 1.
e Elicitores: Quitosano (0.10 g/L), acido salicilico (137.30 mg/L), 4cido jasmodnico (2.90
mg/L) y ausencia de los mismos.

e Precursor: acetato de sodio (0.10 g/L y ausencia del mismo.

Tabla 1. Variacién en la composicién de los medios basales evaluados en el experimento de

produccién de metabolitos secundarios con actividad antiplasmodial in vitro a nivel de matraz

Erlenmeyer.
Componente Concentracién del medio MS segtn Concentracion del medio MS modificado
Murashige y Skoog, 1962. (g/L) segun Prakash et al., 2005. (g/L)
NHiNOs3 1.65 0.00
KNOQOg4 1.90 5.70
KH2PO4 0.17 0.094

Las diferentes variables se evaluaron mediante un disefio factorial completo 2* cuyos
tratamientos, aplicados por triplicado, se especifican en la tabla 2. Para determinar cuales
de ellos incentivaron la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antiplasmodial in vitro, por parte de las células en suspension de neem, se obtuvieron
extractos crudos y se probd su actividad bioldgica sobre la cepa FCR3 de Plasmodium
falciparum. Por otra parte, también ha sido reportado un efecto positivo en la produccién
de metabolitos secundarios en suspensiones de células vegetales debido a la adicidn de
peréxido de hidrégeno a los cultivos (Hao et al., 2014 ; Sahin et al., 2014). De igual forma,
el efecto de la concentracion de sacarosa en la produccion de biomasa para los cultivos en
suspension celular y los cultivos de raices peludas de A. indica, ha sido objeto de estudio en

otras investigaciones (Vasquez et al., 2015; Srivastava y Srivastava, 2011).
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Tabla 2. Tratamientos evaluados en el experimento de produccion de metabolitos secundarios con

actividad antiplasmodial in vitro a nivel de matraz Erlenmeyer.

Tratamiento | Medio de Cultivo | Precursor | Temperatura (°C) | Elicitores
1 Si
2 15 No
3 Si Si
4 25 No
5 MS Si
6 15 No
7 No Si
8 25 No
9 Si
10 15 No
11 Si Si
12 25 No
13 MS modificado Si
14 15 No
15 No Si
16 25 No

Con base en lo anterior,

se disefid un segundo experimento (completamente

independiente) en el cual el medio de cultivo MS, los elicitores y el precursor se tomaron

como parametros fijos. La temperatura varié nuevamente y de la misma forma. Se evalué

la actividad antiplasmodial, ademas, el efecto de la adicion de perdxido de hidrégeno, la

variacion en la concentracion de sacarosa y el empleo de bafles en los matraces Erlenmeyer,

asi:

e Temperatura: 15°Cy 25°C.

e Perodxido de hidrogeno: 0.0 nMy 10 nM



e Concentracién de sacarosa: 30 g/Ly 40 g/L

e Bafles: presencia y ausencia.

De igual forma, las diferentes variables se evaluaron mediante un disefio factorial completo
2% cuyos tratamientos, aplicados por triplicado, se especifican en la tabla 3. Para determinar
cudles de ellos incentivaron la produccion de metabolitos secundarios con actividad
antiplasmodial in vitro, por parte de las células en suspension de neem, se obtuvieron

extractos crudosy se probd su actividad bioldgica sobre la cepa FCR3 de Plasmodium

falciparum.

Tabla 3. Tratamientos evaluados en el segundo experimento de produccion de metabolitos

secundarios con actividad antiplasmodial in vitro a nivel de matraz Erlenmeyer.

Tratamiento

1

O 00 N o U B~ W N

e e L e
o . A W N L, O

Temperatura (°C) | Bafles | [H202] (nM) | [Sacarosa] (g/L)
30
10 40
Si 30
0 40
15 30
10 40
No 30
0 40
30
10 40
Si 30
0 40
25 30
10 40
No 30
0 40
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3.3. Evaluacion de condiciones de cultivo que promuevan
la actividad antiplasmodial in vitro en biorreactor de tanque

agitado

El cultivo de las células en suspension se llevd a cabo en un biorreactor de tanque agitado
de 3 L Applikon Biotechnology ® EZ-Control, con un volumen de trabajo de 2 Ly un impulsor
de seis paletas inclinadas 45°, de flujo ascendente. El medio de cultivo empleado
corresponde al descrito previamente para el mantenimiento de los cultivos en matraz
Erlenmeyer. Para la aireacion de los cultivos, se empled un difusor poroso de acero
inoxidable sinterizado y se controld el oxigeno disuelto en 30% con aire proporcionado por
un compresor Schzulz® Modelo MS 3. El proceso se llevé a cabo en completa oscuridad y
el pH se controld a 5.8 con NaOH 0.3 N.

Para determinar el efecto de la velocidad de agitacidn en la producciéon de los metabolitos
secundarios con actividad antiplasmodial in vitro, se evaluaron por duplicado dos
velocidades de agitacion (400 rpm y 600 rpm). Durante el tiempo de cultivo se tomaron
muestras de biomasa y del medio de cultivo para efectuar andlisis posteriores de actividad
enzimatica, presencia de especies reactivas de oxigeno y proteinas totales. Las muestras
fueron almacenadas en Ny hasta el momento del analisis. La concentracion celular de los
cultivos fue determinada mediante la estimacién del peso seco y la viabilidad celular se
midid por tincion de contraste con azul de Evans. Estas variables fueron monitoreadas a lo
largo de todos los experimentos. Finalmente, se obtuvieron extractos crudos a partir de la
biomasa cultivada en el biorreactor y se probd su actividad bioldgica sobre la cepa FCR3 de

Plasmodium falciparum.

3.4. Estimacion de los diferentes niveles de energia de

disipacion en matraz y biorreactor de tanque agitado

La velocidad de disipacién de la energia maxima, suministrada al cultivo, es uno de los

criterios hidrodindmicos mas usados para comparar diferentes ambientes a los cuales las
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células vegetales en suspensidn se puedan ver sometidas bajo diferentes condiciones de
operacion. Este parametro ingenieril sirve para caracterizar el estrés hidrodindmico en
términos de la dispersion de gases, la ruptura de agregados o pellets y en ultima instancia,
la lisis celular (Henzler, 2000)

Para el cdlculo de la energia de disipacion maxima suministrada al cultivo en matraces
Erlenmeyer se emplearon las correlaciones empiricas reportadas por Blichs et al., (2000),
Klockner y Blichs, (2012) y Peter et al., (2006).

Primero se determind el régimen de flujo en el que se encontraba el cultivo en matraz

agitado segun su numero de Reynolds.

_pXnxd? Ec. 1
m

Re

Siendo p la densidad del cultivo (Kg/m?3), n la velocidad de agitacion (1/s), d el diametro

mayor del matraz Erlenmeyer (m) y p la viscosidad dindmica del cultivo (Pa*s).

Una vez establecido el valor de Re, se calculé la energia de disipacién (g, W/kg) de la

siguiente manera

Re < 60000: ¢ =P/(V X p) Ec. 2

01x (m x nx d)3 Ec.3
hy

Re > 60000: £ =

En dichas ecuaciones, P representa la potencia (W); V, el volumen de medio en el matraz
(m3); d, el diametro mayor del matraz (m) y hs, la longitud caracteristica de turbulencia, la
cual fue determinada en funcion del nimero de Froude, el cual relaciona las fuerzas

inerciales y gravitacionales en el matraz.
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2mn)? x d Ec. 4
Fr = (( ) )
29
Fr>04: hy = 1.11 x d3*8 x d7011 x n04* x y234 Ec.5
Fr <0.4: hy =131 x d3?® x d%%? x n%% x V23> Ec. 6

En las ecuaciones 4, 5y 6, do corresponde al diametro de érbita del agitador (m); g a la
aceleracioén de la gravedad (m/s?). Las variables restantes fueron definidas previamente.
Para determinar la potencia (P) a nivel de matraz Erlenmeyer y poder usar la ecuacién 2, se

uso6 el numero de Newton modificado. Este esta dado por la siguiente expresion:

P Ec.7

Ne' = 70Re™! 4+ 25Re %% 4+ 1.5Re™ 02 = 73

-1
pXndxdtxV

Para el caso del cultivo en biorreactor de tanque agitado, la potencia se estimd segun las
correlaciones empiricas del nimero de potencia (P,) para un impulsor de paletas inclinadas,

proporcionadas por Nienow, (1998) y Doran, (1995) y presentadas a continuacién:
P, =0.78(D/T) %17 (x/D)~014 Ec. 8

P =P, pn3 D® Ec. 9

Siendo D el didmetro del impulsor (m); T, el diametro del tanque (m) y x, el espesor de la
paleta (m). Por otra parte, se sabe que la potencia consumida por el impulsor disminuye
cuando se gasifica el cultivo. Sin embargo, no es posible predecir el valor exacto del numero
de potencia aireada utilizando una turbina de paletas inclinadas. Esto se debe a la
formacidn de cavidades de gas mas grandes en comparacion con un impulsor tipo Rushton
(Cornelis-Gerardus, 1986). No obstante, las oscilaciones de la demanda de potencia para
una turbina de paletas inclinadas de bombeo ascendente oscilan entre dos valores

extremos. El limite superior es aproximadamente el de la potencia sin gas, y el limite
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inferior corresponde a 0.8P [Chapman et al., (1983); Doran, (1999)]. Entonces, se asumio
un consumo promedio de energia gaseada (Pg) de 0.9P.

Con el valor del consumo de energia gaseada, se calcularon las tasas de disipacién de
energia para el biorreactor, tanto en la regién cercana al impulsor (local) como el promedio,
de acuerdo con las ecuaciones (j) y (k), reportadas por Doran, (1995); Doran, (1999) y

Dunlop et al., (1994).

e = P;/pD? Ec. 10
Eavg = Py/ PV, Ec. 11

3.5. Ensayos de actividad antiplasmodial in vitro sobre la
cepa FCR3 de Plasmodium falciparum.

3.5.1. Cultivo de Plasmodium falciparum.

Los ensayos de actividad bioldgica in vitro para probar efectividad de los diferentes
extractos y fracciones obtenidas a partir de los cultivos celulares de neem sobre P.
falciparum, fueron llevados a cabo en el grupo de investigacion Malaria de la Universidad
de Antioquia, siguiendo un protocolo basado en las metodologias descritas por Bravo et al.,
(1999) y Desjardins et al., (1979). Se evaluaron diferentes concentraciones de las fracciones
y de los extractos crudos y se empled el medio de cultivo como control de crecimiento y
cloroquina como control del fenotipo resistente de la cepa. La evaluacién se llevé a cabo
en dos ensayos independientes, en los cuales las diferentes muestras se evaluaron por
duplicado, en platos de 98 pozos. Para las diluciones de los extractos y fracciones se empled
DMSO en concentraciones menores al 1%. La actividad antiplasmodial se evalud sobre la
cepa FCR3 de P. falciparum, que es un clon aislado en agosto de 1976 de la sangre de un
paciente infectado (en Gambia), resistente a cloroquina y cicloguanil; es sensible a
pirimetamina y atovacuona (Trager et al., 1981) y se emplearon suspensiones de gldbulos

rojos parasitados con predominio de formas jovenes a un hematocrito del 2 % y una
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parasitemia del 1 %. Los cultivos tratados se incubaron a 37 °C durante 48 horas en
atmosfera de COz (5 %), 02 (5 %) y nitrégeno balanceado. Posterior a las 48 horas de
incubacidn se adicioné Sybr Green 1 a una concentracion de 2X en cada pozo y pasados 20
min en incubacidn a la oscuridad, se procedid a la lectura de los platos en el citdmetro de
flujo BD Accuri™ C6. En este trabajo, los extractos fueron clasificados segun su actividad
antiplasmodial in vitro (IC s50) como: altamente activos, aquellos que presentaron una IC 5o
< 5.0 ug/mL; promisorios, aquellos cuya IC 5o estuvo dentro del rango 6.0 — 15.0 ug/mL; de
mediana actividad, si la IC 5o variaba entre 16.0 — 30.0 ug/mL; de baja actividad, si la IC 5o se
encontraba dentro del intervalo 31.0 — 50.0 ug/mL y finalmente, aquellos extractos cuya IC

50> 51.0 pg/mL fueron considerado no activos (Jonville et al., 2008).

3.5.2. Valoracion de la actividad antiplasmodial estadio

especifico sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum

Para realizar esta evaluacion, se sincronizaron los cultivos de parasitos de la cepa FCR3 en
el estadio anillos mediante el protocolo de lisis con D-sorbitol al 5% (Sigma-
Aldrich®). Brevemente, la actividad antiplasmodial del extracto obtenido a partir de la
biomasa cultivada en biorreactor de tanque agitado a 400 rpm, se evalud durante varios
periodos de maduracion de los parasitos, aplicando el tratamiento cada 4h y por triplicado
(Garavito et al., 2007). Se emplearon platos de 96 pozos de fondo plano (Corning® COSTAR
3599), a los cuales se les adicionaron 200 uL de la solucién de parasitos a un hematocrito al
2% y parasitemia al 1% y 50 uL de la dilucién del extracto a diferentes concentraciones (100
ug/mL a 1.96 pg/mL) en las tres primeras columnas (tiempo cero). Los platos se agitaron
suavemente y se incubaron a 37°C en atmésfera de CO, (5%), O2 (5%) y N
balanceado. Pasado el periodo de incubacién (4h), el plato se centrifugd a 839g durante 10
min y se retird el sobrenadante de las tres primeras columnas. Posteriormente se
adicionaron 200 pL de medio RPMI-1640 a cada pozo en dichas columnas, se aplicaron en
las tres columnas siguientes el tratamiento con el extracto y el plato se incubé durante 4h

mas. Pasado este tiempo, se realizé el lavado anteriormente mencionado y se repitié el
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mismo proceso cada 4h hasta que el periodo de maduracion de los parasitos
(aproximadamente 48 h/ciclo) fue completado. Pasado este tiempo de incubacidn, se
adicionaron a cada pozo, 50 pL de Sybr Green 1 (2X en cada pozo) y se dejé actuar por 20
min para que el fluorocromo se intercalara en el ADN de los parasitos y poder asi, detectar
la emisidn de fluorescencia (Bianco et al., 1986). Transcurridos estos 10 min, se realizo la
deteccion de la emisién de fluorescencia mediante el citémetro de flujo BD Accuri™ C6,
medido a 485 nm de excitacion y 530 nm de emisién (Bianco et al., 1986). Finalmente, los
datos obtenidos se analizaron mediante una regresion no lineal, con el programa GraphPad

Prism™ version 5.01, para hallar la concentracion inhibitoria 50 (ICso).

3.6. Extracciones quimicas

3.6.1. Extractos etandlicos obtenidos a partir los cultivos

celulares de Azadirachta indica a nivel de matraz Erlenmeyer

La biomasa obtenida durante los experimentos a nivel de matraz Erlenmeyer se liofilizod en
un liofilizador SYCLON-18N. Una vez seca, se macerd y se mezcld con etanol (96%) en una
proporcidn de 60 mL etanol : 1 gcs. La mezcla se agité constantemente a 120 rpm y en
oscuridad durante una semana. Después de este tiempo, la biomasa fue separada de los
extractos mediante filtracién y los extractos concentrados al vacio en un rotavaporador
IKA® RV 10 Control (cuidando que la temperatura no excediera los 40°C), hasta obtener un
volumen aproximado de 1mL. Luego fueron transferidos a tubos plasticos de 2 mL donde
el proceso de secado se completd naturalmente a temperatura ambiente (27°C) y completa
oscuridad, dejando los recipientes abiertos para facilitar la evaporacion del solvente (Zuleta

et al., 2017 modificado).
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3.6.2. Extraccidon y cuantificacion de limonoides relacionados
con azadiractina (AZRL), producidos a partir de los cultivos

celulares de Azadirachta indica en biorreactor de tanque agitado

La biomasa liofilizada se mezclé con 10 mL metanol (99,97%) y para promover la lisis celular,
se llevd a un baiio ultrasonido a 25°C durante 30 min. Pasado este tiempo, se recupero el
extracto metandlico mediante filtracion y el proceso se repiti6 dos veces mas.
Aproximadamente 30 mL de extracto metandlico fueron concentrados al vacio hasta
completa sequedad en un rotavaporador IKA® RV 10 Control (cuidando que la temperatura
no excediera los 40°C). El recipiente que contenia el extracto metandlico fue lavado varias
veces con diclorometano hasta completar un volumen de 10 mLy se realizé un lavado final
con 20 mL de este solvente. La fraccién de extracto soluble en diclorometano fue
depositada paulatinamente en un embudo de separacidn en el cual se agregaron también,
10 mL de NaCl (1% p/v) con el fin de remover los compuestos polares restantes que
pudieran quedar en la fraccion de diclorometano. El recipiente se agité fuertemente y
luego la mezcla se dejo reposar durante 15 min aproximadamente, para facilitar la
separacion de fases. La fase organica (fraccion de diclorometano) fue colectada y mezclada
con NaSO4 anhidro para promover la coalescencia de las gotas de agua remanentes en la
fraccion de diclorometano. Por filtracidn se separé la sal del extracto y este finalmente se
concentrd hasta sequedad con ayuda del rotavaporador (Vasquez et al., 2015; Villegas et

al., 2017).

Las muestras se analizaron en un HPLC marca Shimadzu®. Para ello, se empled una columna
LichroCART 125-4 LiChrosper 100 RP-18 C-18 (125 mm de alto x 4.6 mm de didmetro) como
fase estacionaria. El flujo de la fase movil fue 1 mL/min y su composicidn fue controlada
mediante un gradiente de acetonitrilo/agua iniciando en 35:65, aumentando a 45:55 a los
10 minutos, a 70:30 a los 11 minutos y regresando a 35:65 a los 14 minutos. El volumen de
inyeccion fue de 50 pL. La absorbancia de los limonoides se midié a 213 nm y se compardé

con un estandar de azadiractina (Sigma, USA, niumero de catdlogo A- 7430). Los picos que
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tuvieron un espectro de absorcion similar al de la azadiractina y con un Unico maximo entre
200y 218 nm fueron considerados como terpenoides relacionados con azadiractina (AZRL)
(Orozco-Sanchez, 2009; Villegas et al.,, 2017). La curva de calibracion se modela en la
ecuacion 12 (r’= 0.9988) y se elaboré con soluciones de azadiractina en metanol, en un

intervalo entre 0.56 y 625.30 ppm

Altura (UA) = 814.19 * [azadiractina (ppm)] Ec. 12

3.6.3. Fraccionamiento de extractos crudos

Los extractos etandlicos obtenidos a partir de los cultivos celulares de neem en biorreactor
de tanque agitado a 400 rpm fueron sometidos a lavados sucesivos con diferentes solventes
(particiones sucesivas). Primero, se adicionaron 100 mL de agua destilada al recipiente
donde se encontraba el extracto seco, se agitd y se deposité el enjuague en un embudo de
separacion. Posterior a esto, se agregaron 100 mL de hexano al resto del extracto seco que
no fue solubilizado por el agua y nuevamente se agitd. Esta nueva solucidn se mezclé con
la acuosa dentro del embudo y luego de agitarlas fueron separadas por decantacién. Este
procedimiento se llevod a cabo tres veces con cada solvente. Los solventes empleados en
las siguientes particiones sucesivas fueron: diclorometano, acetato de etilo y una mezcla de
etanol-metanol. Las diferentes fracciones resultantes de este proceso fueron concentradas

al vacio en un rotavaporador IKA® RV 10 Control.

3.7. Analisis de fracciones por HPLC y UPLC-ESI-Qtof-MS

Sélo las fracciones que presentaron actividad antiplasmodial in vitro sobre la cepa FCR3 de
P. falciparum fueron tenidas en cuenta en esta parte de la investigacion. Asi pues, tanto la
fraccion diclorometano como la fraccion hexano fueron analizadas mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en ingles: high performance liquid
chromatography) en un equipo marca Shimadzu®. Se empled una columna Zorbax Eclipse
Plus C18 (150 mm de alto x 4.6 mm de didmetro y 5.0 um de diametro de poro) como fase

estacionaria. El flujo de la fase movil fue 0.5 mL/min y su composicién fue controlada
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mediante un gradiente de acetonitrilo/agua iniciando en 15:85, aumentando a 30:70 a los
10 minutos, a 60:40 a los 20 minutos, a 65:35 a los 30 minutos, luego a 75:25 a los 35
minutos, a 100:0 a los 40 minutos y finalmente se mantuvo esta ultima proporcién hasta
completar 60 minutos. Elvolumen de inyeccion fue de 50 uLy la temperatura de la columna
fue 30°C.

Posteriormente, la fraccién de hexano fue analizada mediante UPLC-ESI-Qtof-MS. Se
empled dicha fraccion ya que los cromatogramas de HPLC, obtenidos previamente,
permitieron determinar que los compuestos de la fraccion de diclorometano se
encontraban también en la fraccidn de hexano. Por otra parte, esta fraccion lucia mas
limpia (picos mejor resueltos). La cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC por sus
siglas en ingles: ultra performance liquid chromatography) se llevé a cabo usando un
sistema ACQUITY UPLC (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.) equipado con un
administrador de suministro de solvente cuaternario, un administrador de muestras
acoplado a un Xevo-G2-XS-Q-Tof y espectrometro de masas equipado con una interfaz de
electrospray (Waters Corporation). Las separaciones cromatograficas, para la fraccion de
hexano, se realizaron en una columna de cromatografia Zorbax Eclipse Plus (150 mm de alto
X 4.6 mm de didametro y 5.0 um de diametro de poro). La temperatura de la columna se
mantuvo a 30 ° C. El flujo de la fase movil y su composicion fue controlada de la misma
manera que en el analisis por HPLC detallado anteriormente para las fracciones de extracto.
El espectrometro de masas fue operado en modo de ion positivo. La temperatura de
desolvatacion fue de 486° C, el caudal fue de 1000 | / h, y la temperatura de la fuente fue
de 110 ° C. Los voltajes capilar y cono fueron 500V y 30V, respectivamente. Los datos se
recopilaron para cada muestra de prueba de 50 a 1200 Da con un tiempo de escaneo de 0.5

sy un retardo entre exploraciones de 0.01 s durante un tiempo de analisis de 70 min.
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3.8. Actividad enzimatica no especifica de la guayacol

peroxidasa (GPX)

Este analisis se efectud sobre las células en suspension de Azadirachta indica cultivadas a
diferentes velocidades de agitacion (120, 400 y 600 rpm), con la intension de comparar la
actividad antiplasmodial in vitro registrada en cada caso con la actividad enzimatica de la
GPX, enzima perteneciente a la maquinaria antioxidante de las plantas. De esta manera,
podria especularse sobre la posible relacion existente entre la produccién de compuestos
bioactivos y la accién de esta enzima, involucrada en la respuesta al estrés oxidativo.

Modificando los métodos descritos por Velikova et al., (2000), Goud et al., (2013) y Villegas
(2015), para la actividad enzimatica no especifica intracelular de la GPX, se maceraron 0.15
g de biomasa fresca con Ny(). Luego se agregd 1 mL de buffer fosfato 10 nM, pH 7.0 con
polivinilpirrolidona (PVP) al 4% p/v. La mezcla se centrifugd a 14000 g durante 30 miny a
4°C. Se recuperé el sobrenadante (extracto crudo) y se almacend a -20°C hasta el momento
del analisis. Para ésto, se tomaron 60 uL de sobrenadante y se mezclaron con 600 uL de
guayacol (1% p/v), 150 pL H,0 (30%) y buffer fosfato 10 nM, pH 7.0 hasta completar un
volumen de 3 mlL. La absorbancia de las muestras se midié a 470 nm en un
espectrofotdémetro Thermo Scientific® GENESYS 20. La velocidad de reaccién inicial lineal
se empled para calcular la actividad enzimatica usando un coeficiente de extincién molar
de 26.6 mMtcm™ (Maehly y Chance, 1954). La actividad enzimatica se expresé en unidades

de mM Tetraguayacol (TG)/min.
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4. Resultados y discusion

4.1. Actividad antiplasmodial in vitro a nivel de matraz

Erlenmeyer

Se analizo el efecto de la temperatura, del medio de cultivo, de un conjunto de elicitores y
de un precursor sobre la actividad antiplasmodial in vitro, mediante un disefio factorial
completo de efectos fijos 2% (tabla 2 seccién 3.2). La tabla 4 resume los resultados del
analisis de varianza realizado para determinar la significancia de las interacciones entre los

factores estudiados (en el andlisis se eliminaron las interacciones no significativas)

Tabla 4. Analisis de varianza efectuado para determinar la significancia de las interacciones entre la

temperatura, el medio de cultivo, los elicitores y el precursor.

Factores e Gradosde  Sumatoria Significancia
interacciones libertad de Pr(>F) dela
cuadrados interaccion
T 1 1680.0 0.003552 *k
E 1 632.9 0.036825 *
P 1 1680.0 0.003552 *k
TE 1 1623.9 0.003907 *k
TP 1 3150.3 0.000521 *kk
EP 1 1623.9 0.003907 *k
TEP 1 632.9 0.036825 *

Siendo T, la temperatura (°C); E, los elicitores (quitosano, acido salicilico y acido jasmadnico) y P, la
presencia del precursor (acetato de sodio). El nimero de (*) es proporcional a la significancia de la

interaccion
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En la figura 3 se pueden apreciar los tratamientos agrupados segun las diferencias
significativas que existen entre ellos y que fueron establecidas después de someter los datos
a un test LSD de Fisher. Los tratamientos que no favorecieron la actividad antiplasmodial

se agruparon en una sola barra (Otros) y fueron especificados previamente en la tabla B.

Actividad antiplasmodial in vitro de células en suspension de
Azadiracta indica cultivadas en matraz Erlenmeyer
a

a
100 100 b
100 84,86 b
84,17
80
=
€
60
2
o
n
o 40 c
18,715
20
0
Control Otros 25°C-MS-E 15°C-MS-E-P 15°C-MS-P

Tratamientos

Figura 3. Efecto de la temperatura, medio de cultivo, elicitores y precursor sobre la actividad
antiplasmodial in vitro de los cultivos de celulares de A. indica a nivel de matraz Erlenmeyer.

MS: Medio de cultivo MS, P: adicién del precursor, E: adicién de elicitores, Otros: demas tratamientos
evaluados en el experimento. Tratamientos con la misma letra, no tienen diferencia significativa segun el test

LSD de Fisher, nivel de significancia del 95%.

La mejor combinacién de los factores analizados fue 15°C, medio MS, en presencia del
precursor y sin adicién de elicitores. La ICso para el extracto obtenido de la biomasa
cultivada bajo estas condiciones fue 18.72 pug/mL y se considera de mediana actividad,
segun la clasificacién hecha por Jonville et al., (2008). Todos los tratamientos en los que se
evalud el medio de cultivo MS modificado, registraron ICsp mayores a 100 ug/mL. Para

dicho rango de concentracién, cualquier sustancia se considera carente de actividad
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antiplasmodial in vitro. Por tal razén, para el analisis estadistico de los resultados (en esta
fase de la investigacién) no se tuvo en cuenta como tal, el factor “medio de cultivo”. Es
decir, sélo se analizaron los tratamientos que involucraron el medio de cultivo MS.

Segun la revisidn realizada en este trabajo, no existen reportes previos sobre la actividad
antiplasmodial in vitro de extractos obtenidos a partir de cultivos celulares de Azadirachta
indica y se desconoce, por tanto, la identidad de los compuestos responsables de dicha
propiedad en este caso especifico. Sin embargo, se ha reportado que, al modificar la fuente
de carbono, el nivel de fosfato y las proporciones nitrato/amonio y/o carbono/nitrégeno
dentro del medio de cultivo (como en el caso del medio MS modificado), se favorece la
produccién de azadiractina y otros limonoides relacionados con ese compuesto, por parte
de los cultivos celulares de neem (Vdasquez et al., 2015; Sujanya et al., 2008; Prakash y
Srivastava, 2005). Si bien, en esta fase de la investigacién no se analizé la produccién de
limonoides relacionados con azadiractina, es de esperar que los tratamientos que
involucraron el medio MS modificado favorecieran la produccién de dichos compuestos.
Entonces y dado que la mayor actividad antiplasmodial in vitro se obtuvo con el medio de
cultivo MS (en contraste con el MS modificado que no favorecié la actividad antiplasmodial
en ninguno de los casos en los que fue evaluado), podria suponerse inicialmente que los
metabolitos responsables de la actividad bioldgica sobre P. falciparum no son los
limonoides relacionados con azadiractina. Estos Ultimos compuestos, entre otras cosas, son

reconocidos por poseer actividad antialimentaria sobre insectos.

La figura 4 muestra cdmo interactuan entre si la temperatura, los elicitores y el precursor
(que fueron los otros tres factores estudiados en este experimento) y alli se observa cémo
la actividad antiplasmodial in vitro de las células en suspension de Azadirachta indica se ve

afectada por las interacciones (estadisticamente significativas) entre dichos factores.
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Figura 4. Efecto de las interacciones entre la temperatura, los elicitores y el precursor sobre la
actividad antiplasmodial in vitro de células en suspension de A. indica cultivadas en matraz

Erlenmeyer.

a) Interaccidén TEP fijo E. b) Interaccidon TEP fijo P. c) Interaccién TEP fijo T. Nivel de significancia del 95%.

Las interacciones de tercer orden (entre la temperatura, los elicitores y el precursor)
plasmadas en la figura 4, permiten analizar el comportamiento de la I1Cso dependiendo
exclusivamente, de la variacién de tres de los factores estudiados. Esto es posible ya que
se fija uno de estos factores en alguno de sus dos niveles, mientras los demas si varian entre
nivel y nivel. Por otra parte, se dice que existe interaccion entre dichos factores cuando las
lineas de la grafica presentan un comportamiento antiparalelo. En la figura 4 entonces, se
observa que efectivamente existe interaccidn entre la temperatura, los elicitores y el
precursor evaluados puesto que las lineas de la grafica no son paralelas y ademas dicha
interaccion es estadisticamente significativa (p-value = 0.036825). Adicionalmente, en la
figura 4 se sefiala con una flecha la combinacién de niveles, en cada interaccion entre
factores, que se asocia con la menor ICso. Ahora bien, en cada una de las tres interacciones
de tercer orden, la combinacion de niveles que mas favorece la actividad antiplasmodial in

vitro, por parte de las células en suspension de Azadirachta indica, es 15 °C, medio MS, en
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presencia del precursor y sin adicién de elicitores, como ya se habia mencionado
anteriormente. Por otra parte, este resultado coincide completamente con el obtenido al
efectuar el test LSD de Fisher y que se presentod previamente en la figura 3.

Prakash y Srivastava (2011) y Shinde et al., (2009) comentan en sus reportes que
suplementar los medios de cultivo con precursores, como el acetato de sodio, aumenta
significativamente la produccién de metabolitos secundarios en cultivos de células
vegetales. Dentro de las células, el acetato de sodio se transforma en acido acético y acetil
coenzima A. Un aumento en los niveles intracelulares de acetil coenzima A podria promover
el ciclo de los acidos tricarboxilicos y el metabolismo energético en general. De esta manera,
la actividad celular (metabolismo celular) podrian mejorarse y esto potenciaria
significativamente la produccion de metabolitos secundarios (Dongping et al., 2001).

En lo que a la temperatura concierne, la mayor actividad antiplasmodial in vitro se alcanzé
con las células cultivadas a 15 °C. Si bien, Capataz y colaboradores (2007) enfocaron su
investigacion en la evaluacidn del efecto antialimentario de los cultivos celulares de neem,
sobre insectos, ellos informan en su reporte que dicha actividad se vio afectada por la
temperatura y que fue especialmente potenciada a 15 °C; tal y como sucedidé en este

trabajo.

En la ecuacién 13 se modela la variacion estimada de la ICso dependiendo de la temperatura,

los elicitores y el precursor.

IC50 = 10.247 T + 6.289 E — 10.247 P — 10.074 TE + 14.032 TP

+10.074 EP — 6.289 TEP Ec.13

Siendo T, la temperatura (°C); E simboliza la presencia de elicitores (quitosano, acido
salicilico y acido jasmonico) y P, la presencia del precursor (acetato de sodio). Con r?= 0.87

y p-value = 4.45x10*.
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Segun Sato et al., (2001) tanto los procesos celulares (en general) como la regulacién y
activacion de la biosintesis de un metabolito secundario en las plantas, inician con una sefal
extracelular o intracelular que es percibida por un receptor en la superficie de la membrana
plasmatica. De la misma forma, el reconocimiento de un elicitor inicia una red de
transduccion de sefiales que conduce a la activacion o biosintesis de novo de los factores
de transcripcion, que regulan la expresion de genes biosintéticos involucrados en el
metabolismo secundario de la planta (Sato et al., 2001). El reconocimiento molecular vy la
interaccion fisica entre el elicitor y los receptores especificos de la planta son procesos muy
complejos, pero se requieren para la transduccién de sefial de un elicitor especifico. Al
provocar cambios en la conformacion del receptor o la activacion de las quinasas
receptoras, los elicitores activan de forma indirecta sus correspondientes efectores (canales
idnicos, las proteinas G, las lipasas y las quinasas) quienes luego transducen la sefial del
elicitor a una respuesta de defensa downstream (aquella que tiene lugar después de la
activacion de los receptores de membrana o de los segundos mensajeros) (Zhao et al.,
2005). De esta manera, haber afiadido quitosano, acido salicilico y acido jasmadnico al medio
de cultivo como elicitores, estarian aumentando significativamente la produccion de
limonoides en cultivos celulares de neem, segun lo reportado por Vdsquez et al., (2015).
Prakash y Srivastava (2008) también comprobaron que el efecto sinérgico de estos elicitores
favorecio la produccion de azadiractina en este tipo de cultivo.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y de forma completamente independiente, se llevd
a cabo otro experimento donde se evaluo el efecto de la temperatura, de la concentracion
de sacarosa, de la presencia de bafles en los matraces y de la presencia de perdxido de
hidrégeno en el medio de cultivo. En esta ocasidn, el medio de cultivo empleado fue MS'y
se suplementé con elicitores y el precursor en todos los casos. Este experimento se llevd a
cabo mediante un disefio factorial completo de efectos fijos 2% y los datos obtenidos fueron
sometidos a un test LSD de Fisher. Nuevamente se analizd la significancia de las
interacciones entre factores y dichos resultados se presentan en la tabla 5 (en el analisis se

eliminaron las interacciones no significativas).
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Tabla 5. Analisis de varianza efectuado para determinar la significancia de las interacciones entre la

temperatura, la presencia de bafles en los matraces, la presencia de perdxido de hidrégeno vy la

concentracién de sacarosa.

Factores e Gradosde  Sumatoria Significancia
interacciones libertad de Pr(>F) dela
cuadrados interaccién
P 1 2342.4 0.002968 *¥
S 1 549.7 0.115438
T 1 8568.7 3.072x10°® * Kk
B 1 44.3 0.644981
PS 1 697.0 0.078783
B 1 44.3 0.644981
PT 1 2342.4 0.002968 *%
PB 1 893.0 0.049062 *
ST 1 549.7 0.115438
SB 1 1316.5 0.019436 *
PTB 1 893.0 0.049062 *
STB 1 1316.5 0.019436 *

Siendo T la temperatura (°C); B, la presencia de bafles; P, la presencia de perdxido de hidréogeno y S, la

concentracién de sacarosa (g/L). El nUmero de (*) es proporcional a la significancia de la interaccién

En la figura 5 se pueden apreciar los tratamientos agrupados segun las diferencias

significativas que existen entre ellos. En esta ocasidn, el analisis estadistico no sefialé un

tratamiento en particular, como e

Ill

mejor”, sino a un grupo de tres posibles candidatos:

e 25°C-B-40gSac/L con una ICso de 38.92 ug/mL, considerado de baja actividad

e 25°C-B-30gSac/L con una ICso de 35.57 ug/mL, considerado de baja actividad.

e 25°C-40gSac/L con una ICso de 26.16 pug/mL, considerado de mediana actividad.

Entre estos tratamientos no existe ninguna diferencia significativa segun el test LSD de

Fisher.
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Actividad antiplasmodial in vitro de células en suspension de
Azadirachta indica cultivadas en matraz Erlenmeyer
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Figura 5. Efecto de la temperatura, los bafles, el perdxido de hidrégeno y la concentracién de

sacarosa sobre la actividad antiplasmodial in vitro de los cultivos celulares de A. indica a nivel de

matraz Erlenmeyer.
B: presencia de bafles, P: adicidon de perdxido de hidrégeno. Tratamientos con la misma letra, no tienen

diferencia significativa segun el test LSD de Fisher, nivel de confianza del 95%.

Para este experimento, también se llevé a cabo un analisis de las interacciones de tercer
orden entre la temperatura, la concentracién de sacarosa, la presencia de bafles en los
matraces y la presencia de perdxido de hidrégeno en el medio de cultivo. En la figura 4 se

pueden observar dichas interacciones para tres de los cuatro factores analizados.
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Figura 6. Efecto de las interacciones entre la temperatura, los bafles y la concentracién de sacarosa
sobre la actividad antiplasmodial in vitro de células en suspensidn de A. indica cultivadas en matraz
Erlenmeyer.

a) Interaccién TBS fijo S. b) Interaccién TBS fijo B. c) Interaccién TBS fijo T. Nivel de significancia del 95%.

Las interacciones de tercer orden plasmadas en esta figura permiten analizar el
comportamiento de la ICso dependiendo exclusivamente de la variacidon de tres de los
factores estudiados. Esto es posible ya que se fija uno de los factores en alguno de sus dos
niveles, mientras los demas si varian entre nivel y nivel. La figura 6 ilustra la interaccién
existente entre la temperatura, los bafles, el peréxido de hidrégeno y la concentracion de
sacarosa, puesto que las lineas de la grafica no son paralelas y ademads dicha interaccion es
estadisticamente significativa (p-value = 3.85x10°). Adicionalmente, las interacciones
apuntan a un grupo de tres tratamientos, como los mejores y cuyas ICso fueron menores de
50 pug/mL. Esto es consistente con lo presentado en la figura 5y con los resultados arrojados
por el test LSD de Fisher. Sin embargo, el tratamiento que se consideré la mejor
combinacidn de los factores analizados y que se resalta con una flecha en la figura 6, fue:
25°C, 40 gSac/L, sin adicion de perdxido de hidrégeno y empleando matraces Erlenmeyer

sin bafles. La ICsq para el extracto obtenido de la biomasa cultivada bajo estas condiciones
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fue 26.16 pg/mL y es la mas baja entre las tres mejores. Este extracto, por otro lado, se
considera de mediana actividad segun el criterio de Jonville et al. (2008).

Es importante resaltar que, en comparacidn con el primer experimento, en esta ocasién la
temperatura baja afecté de manera negativa la actividad antiplasmodial in vitro. Esto
puede deberse a la presencia de otros factores como los elicitores y el perdxido de
hidrégeno. Retomando el primer experimento, la ICso aumenté (de 18.72 a 84.70 pg/mL)
al aplicar los elicitores al medio de cultivo, aun cuando la temperatura fuera de 15 °C.
También se observd un efecto negativo sobre la variable de interés por parte de aquellos
tratamientos que involucraron peréxido de hidrégeno. Muchos autores reportan el efecto
potenciador de este compuesto sobre el metabolismo secundario en cultivos de células
vegetales. Hao et al., (2014) por ejemplo, relacionaron la presencia exégena de H,0; con el
aumento de la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa y la acumulacién de acido
rosmarico en cultivos celulares de Salvia miltiorrhiza. Para diferentes especies del género
Digitalis, se determiné que la produccién de cardendlidos se potenciaba cuando los cultivos
se encontraban en condiciones de estrés oxidativo debido a la adicion de perdxido de
hidrégeno a los medios de cultivo (Sahin et al., 2014). Aun asi, en el presente trabajo se
determiné que la produccién de metabolitos secundarios con actividad antiplasmodial in
vitro, a partir de cultivos celulares de A. indica, no estuvo relacionada con la adicion de
peroxido de hidrégeno al medio de cultivo y que, al contrario de lo reportado para otras
especies vegetales y otras clases de metabolitos, esta se vio influenciada negativamente.
De otro lado, diversos investigadores han confirmado la relacidn proporcional que existe
entre la concentracién de sacarosa y la produccidon de biomasa para los cultivos en
suspension celular y los cultivos de raices peludas de A. indica (Védsquez et al.,
2015; Srivastava y Srivastava, 2011). Sin embargo, en cuanto a la relacion que existe entre
la produccion de metabolitos secundarios (como los limonoides) y la concentracion de
sacarosa, las investigaciones informan que no existe una proporcionalidad entre ellas. Por
ejemplo, Vasquez et al., (2015) en su publicacién, reportan que el crecimiento celular se vio
significativamente beneficiado al emplear sacarosa a 45y 60 g/L; no obstante, la produccién

de limonoides no se vio afectada por los cambios en la concentracion de dicha fuente de
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carbono. En cultivos de suspensiones celulares de neem, Sujanya et al. (2008) tampoco
observaron un aumento significativo en la produccién de azadiractina al comparar dos
concentraciones diferentes de sacarosa y empleando medio MS. Por otro lado, en cultivos
de callos de A. indica, Wewetzer (1998) encontré que la produccién de azadiractina fue tres
veces mayor en los medios suplementados con 15 g/L de sacarosa, en comparacion con 30
g/L de sacarosa; sin embargo, concluyd que la sacarosa empleada en altas cantidades no
era un factor limitante en la produccién de azadiractina. De la misma forma, al analizar los
tres tratamientos que presentaron la mejor actividad antiplasmodial durante este
experimento, se podria afirmar que la concentracion de sacarosa, al igual que la presencia
de bafles, no afectd la produccién de compuestos con actividad antiplasmodial in vitro y
que, por el contrario, la presencia de perdxido de hidrégeno y la baja temperatura
influyeron de forma negativa sobre la produccién de metabolitos secundarios activos contra
P. falciparum, cuando se emplearon en combinacidon con el medio de cultivo MS, los

elicitores y el precursor evaluados.

La ecuacidén 14 describe la variacidon estimada de la ICso dependiendo de la temperatura, la
concentracion de sacarosa, la presencia de bafles en los matraces y la presencia de perdxido

de hidrégeno en el medio de cultivo.

IC50 = -16.364 T —1.176 B + 8.556 P — 4.145S + 8.556 TP + 5.282 BP

+6.414 SB + 5.283 TBP + 6.414 TBS Ec. 14

Siendo T la temperatura (°C); B, la presencia de bafles; P, la presencia de perdxido de

hidrégeno y S, la concentracion de sacarosa (g/L). Con r?=0.73 y p-value = 3.85x10°.
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4.2. Actividad antiplasmodial in vitro en biorreactor de

tanque agitado

Con el fin de promover la actividad antiplasmodial in vitro por parte de las células en
suspensidn de neem, estas también fueron cultivadas en biorreactor de tanque agitado, con
medio de cultivo MS suplementado con sacarosa (30 g/L), 30% OD, oscuridad continua, pH
de 5.8 y 25 °C. Para las dos condiciones de velocidad evaluadas en esta parte de la
investigacion (400 rpm y 600 rpm) se determinaron diferentes parametros como la
produccién de biomasa, la viabilidad celular, la produccién de limonoides relacionados con
azadiractina, la actividad antiplasmodial in vitro y la actividad enzimatica no especifica
intracelular de la guayacol peroxidasa (AENEIC).

La tabla 6 resume los resultados del analisis de varianza realizado para determinar la
significancia de las interacciones entre los factores estudiados y la figura 7 ilustra los
resultados derivados de los analisis efectuados sobre las células en suspensién de A. indica

cultivadas en biorreactor de tanque agitado a 400 rpm y 600 rpm.

Adicionalmente, se calculé la energia de disipacidn asociada con diferentes condiciones de
cultivo (matraz, biorreactor 400, 600 y 800 rpm) y posteriormente se compard con los
parametros evaluados previamente para los cultivos de neem. Esta ultima comparacion se
llevd a cabo entre los datos obtenidos durante el noveno dia de cultivo. Es menester aclarar
gue, para el cdlculo de la energia de disipacidn, en el caso de la condicion de agitacion mas
alta (biorreactor 800 rpm), se emplearon los datos obtenidos en nuestro grupo de
investigacion y que fueron reportados por Villegas et al., (2017). Estos resultados se

encuentran esbozados en la figura 8.
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Tabla 6. Andlisis de varianza efectuado para determinar la significancia de las interacciones entre
los parametros evaluados para las células en suspension de A. indica cultivadas en biorreactor de

tanque agitado.

Grados  Sumatoria de Significancia
Factores e interacciones de cuadrados p-value dela
libertad interaccion
ICso / Efectos principales
N 1 21603.107 0.02976 *
T 5 9747.229 0.58354
ICso / Interaccién
tn 5 11920.936 0.0000
Limonoides / Efectos principales
N 1 0.02838331 0.31093
T 5 1.02422976 0.01473 *
Limonoides / Interaccién
tn 5 0.1115277 0.93045
AENEIC / Efectos principales
N 1 0.003734184 0.07392
T 5 0.011490793 0.11805
AENEIC / Interaccién
tn 5 0.0036753605 0
Biomasa / Efectos principales
N 1 28.9568 0.0006 *
T 5 351.74786 0.00737 *
Biomasa / Interaccion
tn 5 27.97168 0.03463 *
Viabilidad / Efectos principales
N 1 22.17813 0.4736
T 5 1394.58345 0.02261 *
Viabilidad / Interaccién
tn 5 185.8646 0.79711

Siendo t, el tiempo de cultivo (dias) y n, la velocidad de agitacién (rpm). El (*) resalta aquellas interacciones

que fueron significativas.
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Figura 7. Parametros evaluados para las células en suspension de A. indica cultivadas en biorreactor
de tanque agitado a 400 rpm y 600 rpm.

a) Viabilidad y Biomasa. b) Actividad antiplasmodial in vitro y Limonoides relacionados con azadiractina. c)
Actividad Enzimatica No Especifica Intracelular de la GPX (AENEIC). Tratamientos con la misma letra, no tienen
diferencia significativa segun el test LSD de Fisher, nivel de significancia del 95%. Las letras mayusculas marcan

las diferencias entre los niveles de la velocidad de agitacion y las minusculas entre los dias de cultivo.
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Figura 8. Variacién de la biomasa, la viabilidad celular y la actividad antiplasmodial de los cultivos

celulares de A. indica respecto a la energia de disipacion.
Tratamientos con la misma letra, no tienen diferencia significativa segun el test LSD de Fisher, nivel de

significancia del 95%.

La menor energia de disipacion corresponde al matraz Erlenmeyer con agitacion orbital a
120 rpm (0.35 W/Kg) y la mayor, a biorreactor de tanque agitado a 800 rom (12.12 W/Kg).
Esto coincide con lo reportado por Villegas (2015). Para los cultivos en biorreactor de
tanque agitado a 400 y 600 rpm los valores de energia de disipacion fueron
respectivamente: 1.51y 5.11 W/Kg

Dado que la energia de disipacion y la velocidad de agitacion se relacionaron de forma
directa (figura 8), en adelante se empleard este ultimo pardmetro para hacer referencia al

estado energético correspondiente a cada tratamiento.

En los tres niveles de energia mas bajos (120, 400y 600 rpm), la viabilidad celular no registré

diferencias significativas y en promedio, mantuvo un valor de 71.80%. No obstante, la
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viabilidad celular registré su menor valor (35.50 %) en el nivel mds alto de energia de
disipacién (800 rpm). Asimismo, el crecimiento celular también estuvo relacionado con la
energia de disipacion. El mayor valor para este parametro (17.48 gcs/L) se registré a 120
rpm. A 600 rpm se logré una concentracion celular de 10.32 ges/L, seguido de los 8.87 gcs/L
gue se obtuvieron a 400 rom. Finalmente, el menor valor de crecimiento celular se tuvo a
800 rpm, donde la concentracién de células alcanzé un valor de 6.42 gcs/L (figura 8a).

En términos generales, no se observaron diferencias significativas entre la viabilidad celular
a 400 y 600 rpm (p-value = 0.4736); esto se ilustra en la figura 7a. Sin embargo, el
crecimiento celular fue mayor con tratamiento a 600 rpm (p-value = 0.0006). No obstante,
hacia el ultimo dia de cultivo se alcanzaron las maximas concentraciones celulares para
ambas velocidades, sin que fueran significativamente diferentes entre ellas
(aproximadamente 11.33 g/L). Tanto a 400 rpm como a 600 rpm la concentracion celular
final fue 2.5 veces mayor en comparacion con la concentracidn inicial (concentracion de
inéculo).

Villegas (2015) explica que la disminucién en la viabilidad celular a 800 rpm es mucho mds
contundente que en los otros casos y que esto conlleva a que exista una menor cantidad de
células con la capacidad de dividirse y aumentar la concentracion celular y que en ultima
instancia, esto se ve reflejado en la reduccion del crecimiento del cultivo bajo estas
condiciones. Por su parte, Namdev y Dunlop (1995) encontraron que la capacidad de
formacidn de agregados celulares, la actividad mitocondrial y la integridad de la membrana
celular en cultivos de zanahoria, se vieron afectadas drasticamente al emplear niveles de
energia de disipacién que eran mucho menores a aquellos que se relacionan con Ia lisis
celular (efectos subliticos). Lo mas alarmante para estos autores fue observar que estas
células perdian su capacidad de reproduccién al ser sometidas a energias del orden de una
millonésima parte de la energia requerida para la lisis celular. A partir de esto, concluian
que las células de zanahoria eran casi tan sensibles a la agitacion del fluido como lo son las
células animales.

La sensibilidad de los cultivos celulares vegetales al estrés por agitacion se ha atribuido al

gran tamafo celular, la pared rigida que poseen y la vacuola de gran tamafio caracteristica
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de las plantas. Asimismo, se ve relacionada con el comportamiento gregario propio de las
células vegetales (Kieran et al., 2000). De esta forma, los efectos causados por la agitacion
en los cultivos celulares de plantas incluyen la reduccion de la viabilidad celular, la liberacion
de componentes intracelulares al medio de cultivo, los cambios en el metabolismo celular
(concentraciones de ATP, respiracion, contenido total de carbono, composicion de la pared
celular) y variacion en la morfologia celular y los patrones de agregacion, segun reportan
Zhong-dong et al., (2002). De la misma manera, otros autores han concluido que la
disminucion del crecimiento y la viabilidad celular de los cultivos de células vegetales son
posibles indicadores de que dichos sistemas bioldgicos estdn sometidos a estrés
hidrodindmico (aquel asociado a las condiciones de agitacion y aireacién de los cultivos)
(Meijer et al., 1993; Rodriguez-Monroy y Galindo, 2003). El estrés hidrodindmico entonces,
genera dafios en los cultivos celulares que podrian llegar a ser letales (causando la muerte
celular). Otros dafios de tipo subletal, que acarrearian cambios metabdlicos como los
expuestos anteriormente, podrian tener un impacto positivo sobre los cultivos vegetales y
gue puede evidenciarse en un aumento en el rendimiento de produccién de metabolitos de
interés comercial y que estarian cumpliendo una funcidn protectora para las células ante el
estrés (Busto et al., 2007 ; Kieran et al., 1997; Trujillo-Roldan y Valdéz-Cruz, 2006). Esto
sucederia de forma similar a lo que ocurre cuando las plantas estan bajo algunas tensiones
ambientales. Ante la estimulacion mecanica, por ejemplo, las células vegetales activan
genes de defensa a través de la via de transduccidon de sefiales que desencadenan una
respuesta metabdlica en términos de la produccidon de metabolitos secundarios, como la
fitoalexinas y la lignina con los cuales las células de la planta alivian la lesién externa (Zhong-

dong et al., 2002).

Por otra parte, la actividad antiplasmodial in vitro de las células en suspension de A. indica
fue significativamente mayor a 400 rpm (p-value = 0.02976), aumentando gradualmente a
lo largo de la corrida y registrando un punto maximo en el noveno dia de cultivo (figura 7b).
Este comportamiento coincide con el del crecimiento celular. Ambas variables aumentaron

paulatinamente hasta alcanzar sus maximos valores durante los Ultimos dias de cultivo. La
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ICso del extracto mas activo obtenido a estas condiciones fue 10.67 pg/mL y se considera
con actividad promisoria, segun Jonville et al., (2008). En el caso de 600 rpm, la actividad
antiplasmodial fue nula la mayor parte del tiempo e incrementé en el ultimo dia de cultivo
(dia 12). La ICso del extracto obtenido en estas condiciones fue 42.24 pug/mLy se considera
de baja actividad. Asi pues, no se evidencié un patron similar de comportamiento entre el
crecimiento celular y la actividad antiplasmodial. Si bien las células crecieron mejor a 600

que, a 400 rpm, la actividad antiplasmodial no fue promovida bajo estas condiciones.

Por otra parte, la produccion limonoides relacionados con azadiractina no fue
significativamente diferente entre 400 y 600 rpm (p-value = 0.31093) y no se evidencia una
relacion entre este pardmetro y el crecimiento celular de los cultivos, en estas condiciones
de agitacion. Si bien el crecimiento celular fue gradual, tanto a 400 como a 600 rpm, la
produccién de limonoides en ambos casos se registré Unicamente durante el ultimo dia de
cultivo y la cantidad obtenida fue minima. Tampoco se establecié un vinculo entre los
limonoides relacionados con azadiractina y la actividad antiplasmodial in vitro (p-value >
0.05) y a partir de esto, se puede afirmar que dichos metabolitos no son los responsables
de la actividad bioldgica de los extractos obtenidos. Tal y como se observa en la figura 7b,
su produccion (a 400 rpm) decae en aquellos dias de cultivos donde la ICso de los extractos
de neem fue menor (mayor actividad bioldgica) y tuvo un leve aumento al dia 7, en el cual
la actividad sobre P. falciparum declind. Sélo durante el dia 12 aumento la produccion de
dichos limonoides, pero la ICso registrada resulto ser la segunda mas baja de toda la corrida.
Aarthy et al., (2018) dilucidaron gran parte de la ruta biosintética de los limonoides
producidos por el neem, tanto en el arbol como en lineas celulares, mediante la
cuantificacion comparativa de dichos compuestos con aquellos producidos naturalmente
por la planta. Para ello, realizaron un trazado de la via biosintética de los limonoides
mediante la incorporacién de glucosa marcada con 3C a los medios de cultivo. Ademas,
quisieron determinar qué contribucién hacian las rutas metabdlicas del mevalonato y del
fosfato metileritritol a la biosintesis de limonoides. Para ello, llevaron a cabo experimentos

de inhibicion quimica de ambas rutas, concluyendo que sdélo la ruta del mevalonato
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contribuye en este proceso y lo hace aportando las unidades de isopreno requeridas para
la sintesis de los limonoides. Estos resultados fueron respaldados y confirmados con los
datos que obtuvieron a partir del marcaje con is6topos del carbono. Al revisar la ruta
esbozada por Aarthy et al.,, (2018) (figura 9), se observa una bifurcacién a partir del
metabolito azadirona el cual origina dos vias de sintesis diferentes. A través de una de ellas,
se sintetizan la azadiractina y otros limonoides como el nimbin, el salannin y el 3-
deacetilsalannin que estdn relacionados con ésta. La otra ruta, describe la sintesis de
metabolitos como la azadiradiona, la epoxiazadiradiona, y la genudina a los cuales se les
atribuye la actividad antiplasmodial de las semillas de neem, segun lo descrito por Chianese
et al., (2010) y MacKinnon et al., (1997). De lo anterior y en vista de que en el presente
estudio no se evidencio la produccién de limonoides relacionados con azadiractina y que,
sin embargo, se obtuvieron extractos con actividad antiplasmodial in vitro a partir de los
cultivos celulares de neem cultivados en biorreactor de tanque agitado a 400 rpm, podria
sospecharse que dichas condiciones de cultivo favorecieron o potenciaron la via de sintesis
de metabolitos como el genudina y no aquella, a través de la cual, se sintetiza la
azadiractina. Esto soporta la aseveracion hecha anteriormente con la cual se afirmé que los
metabolitos secundarios con actividad antiplasmodial in vitro, evaluados en el presente

estudio, no son limonoides relacionados con azadiractina.
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Por otro lado, la guayacol peroxidasa es una enzima perteneciente al grupo de las
peroxidasas capaz de transformar el perdxido de hidrégeno en agua y en oxigeno molecular,
participando activamente en el mecanismo antioxidante de las plantas (Diazet al.,
2010). En lo concerniente a la actividad enzimdtica no especifica intracelular de esta
enzima, se observé un aumento paulatino a lo largo de las diferentes corridas tanto a 400
como a 600 rpm, mostrando un comportamiento similar en ambos casos y sin que se
observaran diferencias estadisticamente significativas entre ambas velocidades (p-value =
0.07392). En general, esta presentd un leve aumento hacia el segundo dia, luego disminuyd
suavemente hasta el séptimo dia y posteriormente aumentd hasta el final de los

experimentos. Los valores maximos para ambas velocidades de agitacidon se obtuvieron
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durante el dia 12 de cultivo (9.03x102mM/min a 400 rpm y 6.77x10"2mM/min a 600 rpm)
(figura 7c). En este trabajo también fue evaluada la actividad enzimatica especifica de la
guayacol peroxidasa. Sus valores oscilaron entre 0.10 y 0.35 umol TG/mg prot.min pero no

se encontrd relacion alguna entre dicha actividad y la actividad antiplasmodial in vitro.

A continuacién, la figura 10 sintetiza el comportamiento global de los parametros
monitoreados para las células en suspension de neem respecto a las dos velocidades de
agitacién evaluadas en biorreactor de tanque agitado. En ella se muestran los valores

maximos alcanzados para cada variable durante el tiempo que fueron analizados los

cultivos.
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Figura 10. Valores maximos obtenidos para los parametros monitoreados en los cultivos celulares
de A. indica respecto a la velocidad de agitacién en biorreactor de tanque agitado.
Tratamientos con la misma letra, no tienen diferencia significativa segln el test LSD de Fisher, nivel de

significancia del 95%.
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La grafica resume el efecto de la velocidad sobre diferentes variables analizadas en el
presente trabajo, teniendo en cuenta sélo los valores maximos obtenidos en cada caso. Asi
pues, se puede observar como la actividad antiplasmodial es considerablemente mayor a
400 rpm y como el crecimiento celular se vio favorecido a 600 rom. Finalmente, se refleja
como la produccién de limonoides relacionados con azadiractina y la actividad enzimatica
no especifica de la GPX no se vieron afectadas por la velocidad de agitacion. Sin embargo,
se esperaba que dichas variables exhibieran un comportamiento diferente. Dado que el
ambiente hidrodinamico a 600 rpm es, en teoria, mas agresivo para las células, se estimaba
que el crecimiento celular fuera menor en estas condiciones y que la actividad
antiplasmodial se viera favorecida. De igual forma, que tanto la actividad enzimatica como
la produccidn de limonoides relacionados con azadiractina también incrementaran a 600
rpm, en comparacion con 400 rpm. Todo esto, como una posible manifestacion y respuesta
de las células a las condiciones de mayor estrés hidrodindmico, que se considera
experimentan a media que aumenta la energia de disipacion (Trujillo-Roldan y Valdéz-Cruz,
2006). Sin embargo, sintomas como la disminucién del crecimiento celular y la produccién
de metabolitos secundarios (con actividad antiplasmodial, en este caso), que suelen ser un
indicativo del estrés, fueron manifestados por los cultivos celulares a 400 rpm y no por los
cultivos a 600 rpm.

Retomando la Figura 8, que esboza el comportamiento de los cultivos respecto a la energia
de disipacion, podria suponerse que la regidon comprendida entre 400 y 600 rpm
corresponde a una regidon donde el estrés hidrodinamico genera efectos subletales sobre
los cultivos celulares de neem. Adicionalmente, parece ser que dichos efectos no son
drasticamente diferentes entre los cultivos sometidos a velocidades de agitacion
comprendidas entre estos valores. Ademas, existe la posibilidad de que los cultivos de A.
indica estuvieran desarrollando resistencia al estrés causado por las condiciones
hidrodinamicas del cultivo, en este intervalo de velocidad. Esto podria explicar, por
ejemplo, el leve aumento del crecimiento celular y la no produccion de los metabolitos
secundarios analizados (antiplasmodiales) a 600 rpm (figura 8). En cuanto a esta

posibilidad, vale la pena profundizar un poco sobre el importante papel que cumplen las
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enzimas peroxidasas en el mecanismo de respuesta al estrés en vegetales y cuya actividad
fue determinada para los cultivos celulares de neem, tanto a 400 como a 600 rpm, en esta
investigacion. La actividad de dichas enzimas, en las plantas, se ha estudiando ampliamente
y ha logrado relacionarse con la respuesta al estrés causado por el ataque de patégenos,
principalmente. Algunos modelos de interaccién hospedero-patégeno han aportado
evidencias del papel de las peroxidasas como parte de los mecanismos de defensa de las
plantas (Valentines et al., 2005). Estos autores comentan que ellas no presentan, por lo
general, actividad antimicrobiana por si mismas, pero que estan involucradas en la
respuesta a enfermedades de cardcter infeccioso ya que catalizan, entre otras, la oxidacién
de compuestos fendlicos para la formacién de lignina. En este estudio, realizado sobre
manzanas, encontraron que el aumento de la actividad peroxidasa se relacionaba con el
proceso de lignificacion, el cual se reflejaba en un aumento de la resistencia del fruto frente
a la infeccidn por Penicillium expansum (Valentines et al., 2005). En otro estudio, realizado
sobre lulo y su respuesta al ataque de Colletotrichum acutatum, se registrd un aumento de
la actividad peroxidasa el cual fue asociado por los investigadores con la respuesta al estrés
que produce la infeccidn fungica (Caicedo et al., 2009). Dicho incremento en la actividad
de estas enzimas, suele relacionarse con el incremento en el contenido de compuestos
fendlicos y de lignina. Esta respuesta favorece el desarrollo de estructuras de defensa
(lignificaciones, reforzamiento de la pared celular y acumulacidn de calosa) las cuales hacen
parte de la defensa pasiva de la planta, puesto que es un mecanismo mediante el cual se
fortalece la pared para impedir la infeccidon por parte del patégeno. Por ultimo, también
reportan que en todo este proceso estan implicadas diversas peroxidasas (Caicedo et al.,
2009). Zhong-dong et al., (2002), por su parte y como se menciond al inicio de esta sesion,
reportan que la activacion de genes involucrados en la produccion de lignina (en el caso de
los cultivos de células vegetales en suspension) obedece al estimulo mecdnico que
experimentan dichos sistemas durante el proceso de agitacion. Ahora bien, para esclarecer
el panorama seria menester evaluar los parametros analizados en el presente trabajo, pero

en cultivos de células de neem agitados a velocidades intermedias entre 400 y 600 rpm.
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A continuacion, la tabla 7 ofrece una sintesis de los parametros evaluados en el cultivo de
células en suspensidn de A. indica en biorreactor de tanque agitado, tomando como punto
de referencia la mayor actividad antiplasmodial in vitro obtenida durante las corridas a 400

y a 600 rpm.

Tabla 7. Resumen de los valores de los pardmetros evaluados para los cultivos celulares de A. indica
en biorreactor de tanque agitado respecto al mayor valor obtenido de la actividad antiplasmodial in
vitro. Tratamientos con la misma letra, no tienen diferencia significativa segun el test LSD de Fisher,

nivel de significancia del 95%.

Limonoides
Velocidad de ICso (pug/mL) Dia de Concentracion Viabilidad celular relacionados con AENEIC
agitacion cultivo celular (g cs/L) (%) azadiractina (mM/min)
(rpm) (mg Azas/L)
400 10.67 +1.49 (a) 9 8.87+0.35 (a) | 74.71+1.99 (a) | 0.00+0.00 (a) | 0.04+1.23x1073 (a)
600 42.24+1556 (b) | 12 | 11.08+0.76 (b) | 70.88+4.30 (a) | 0.50+0.20 (b) | 0.07 +3.43x103 (b)

La figura 11 ilustra los resultados obtenidos para la actividad antiplasmodial in vitro de las
células en suspensidn de Azadirachta indica cultivadas en diferentes condiciones.

Lo primero a resaltar de esta figura es que tanto las condiciones probadas a nivel de matraz
Erlenmeyer como las evaluadas a nivel de biorreactor de tanque agitado favorecieron y
aumentaron considerablemente la actividad antiplasmodial in vitro de las células en
suspension de A. indica en comparacién con las condiciones de cultivo estdndares o control,
donde la actividad era nula. Asi pues, una ICsp > 100 pug/mL, asociada con una actividad
antiplasmodial nula (control), logré disminuir a 18.72 pg/mL (matraz Erlenmeyer) vy

finalmente a 10.67 pg/mL (biorreactor).
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Actividad antiplasmodial in vitro de células en suspension de
Azadirachta indica cultivadas a diferentes condiciones
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Figura 11. Actividad antiplasmodial in vitro de células en suspension de A. indica cultivadas en
diferentes condiciones.
Tratamientos con la misma letra, no tienen diferencia significativa segln el test LSD de Fisher, nivel de

confianza del 95%.

Si bien, el andlisis estadistico indica que no existen diferencias significativas entre los
mejores tratamientos evaluados en matraz Erlenmeyer y biorreactor a 400 rpm, la actividad
antiplasmodial en esta ultima condicion es la Unica considerada promisoria. Por lo anterior,
se establece que la actividad antiplasmodial in vitro de las células en suspensién de neem
se ve favorecida y se incrementa cuando éstas se cultivan en biorreactor de tanque agitado,
a 400 rpm, 30% OD, en medio MS, con una concentracion de sacarosa de 30 g/L, a 25 °Cy
oscuridad continua.

La ICso (10.67 pg/mL) del extracto proveniente de la biomasa de neem obtenida bajo estas
condiciones, es comparable con la reportada por Udeinya et al., (2003) para un extracto
(acetona-agua) de hojas de neem. Este extracto pudo inhibir la capacidad que tienen los
pardsitos causantes de la malaria de adherirse a los eritrocitos en el momento de la
infeccién a una concentracién de 5.0 ug/mL. Sin embargo, la diferencia es mucho mayor
cuando la comparacién se hace con el extracto etandlico de hojas que se evalud en la

presente investigacion y cuya ICso fue 58.28 ug/mL. En otras investigaciones mas antiguas,



61

como la de Jones et al., (1994), se determind que la azadiractina y algunos de sus derivados
semi-sintéticos bloquearon el desarrollo de gametos masculinos moviles de P. berghei in
vitro. Para este compuesto, los autores reportaron una dosis efectiva (ED) de 100 uM (50
ug/mL). Por otra parte, el potencial antiplasmodial de compuestos derivados del aceite de
neem sobre cepas de P. falciparum resistentes y sensibles a cloroquina también fue
reportado hace unos afos (Yadav et al., 2017). Estos autores relatan que la
epoxiazadiradiona y algunos de sus derivados presentaron actividad moderada sobre el
pardsito causante de la malaria. Las ICsp de estos compuestos oscilaron entre 0.60 y 1.40
ug/mL. Otros estudios de actividad antiplasmodial del neem se han llevado a cabo sobre
ratones infectados con parasitos del género Plasmodium. De ellos, vale la pena resaltar los
resultados obtenidos por Dahiya et al., (2016) quienes analizaron el potencial de la
azadiractina A y del producto comercial NeemAzal® para inhibir la formacion de
microgametos de P. berghei en ratones y la transmisidon de P. berghei a los mosquitos
Anopheles stephensi cuando se administraron a ratones gametocitémicos antes de la
exposicién a los mosquitos, respectivamente. Estos autores también llevaron a cabo un
ensayo de inhibicién del desarrollo de ookinetos el cual mostré un aumento de la actividad
del NeemAzal® contra las etapas esporogdnicas tempranas en comparacién con la
azadiractina A. El valor de ICso determinado para el NeemAzal® fue de 6.8 pg/mL,
aproximadamente la mitad de la ICso de la azadiractina A (12.4 pg/mL). Estas ICso estan en
el mismo orden de magnitud de la obtenida en el presente trabajo.

También se comprobd que el extracto acuoso de hojas de neem surte un efecto anti-
hemolitico sobre ratones infectados previamente con P. berghei al aplicarse en dosis de
1000 y 2000 mg/Kg (Somsak et al., 2015). Ademdas de esto, en este estudio los
investigadores analizaron el efecto de la pirimetamina y reportaron hemolisis en los ratones
tratados. Sin embargo, esta fue contrarrestada si se aplicaba la pirimetamina en
combinacidn con el extracto de hojas de neem. Tapanelli et al., (2016) reportaron la
actividad esporontocida del compuesto deacetilnimbin puro que obtuvieron después de la
purificacién por HPLC de fracciones provenientes de extractos de semillas de neem. Los

autores establecieron que a una concentracion de 50 pg/mL (100 uM) dicho compuesto
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inhibia completamente el desarrollo de los parasitos en el estadio esporogdnico temprano,
confirmando asi la actividad esporontocida de la molécula. En el intervalo de 6 a 25 uM
(3.0 - 12.5 pg/mL), los investigadores observaron una actividad inhibitoria de
aproximadamente el 50% sobre los parasitos. Esta ICsop es comparable con la obtenida en
el presente trabajo con el extracto derivado de los cultivos celulares de A. indica en
biorreactor de tanque agitado (10.67 pg/mL). Ademas, vale la pena resaltar que Tapanelli
et al.,, (2016) también mencionan que la actividad esporontocida, de las fracciones a partir
de las cuales aislaron el deacetilnimbin, fue menor que la del compuesto puro, sugiriendo
que la actividad del metabolito se veria afectada por la presencia de otros componentes
dentro de las fracciones y que una vez purificado, dicha actividad se potenciaba. Segun
esto, la actividad antiplasmodial in vitro de los compuestos responsables de la misma,
dentro del extracto crudo obtenido en esta investigacidon también podria aumentar una vez

se lleve a cabo su purificacion.

Muchos investigadores han reportado que los extractos provenientes de diferentes
explantes del arbol del neem tienen actividad especifica y baja toxicidad. Por ejemplo, se
analizo el potencial citotéxico de compuestos derivados del aceite de neem sobre lineas
cancerosas (SIHA, PANC 1, MDA-MB-231 y IMR-3) y determinaron que era muy bajo. Esto
fue un indicativo del alto indice de selectividad por parte de dichos compuestos ya que su
actividad sobre cepas de P. falciparum resistentes y sensibles a cloroquina habia sido
registrada previamente (Yadav et al., 2017). Tapanelli et al., (2016) efectuaron estudios
dirigidos a evaluar la citotoxicidad de varios limonoides del arbol de neem (como el
deacetilnimbin, el nimbin y la azadiractina) utilizando lineas celulares de neuroblastoma
N1E-115 (ratén), osteosarcoma 143B.TK (humano) y Sf9 (insecto) y concluyeron la falta de
toxicidad de estos compuestos en concentraciones de hasta 200 uM (~100 pg/mL).
Adicionalmente, evaluaron el nimbin y deacetilnimbin sobre lineas celulares de leucemia
(HL60), cancer de pulmdn (A549), estdmago (AZ521) y mama (SK-BR-3) revelando que el
nimbin no era toxico para ninguna de estas lineas celulares, mientras que el deacetilnimbin

tuvo una actividad selectiva en la linea celular de cdncer de leucemia. En otra investigacion
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se realizaron pruebas de toxicidad con extractos de hojas de neem inyectados por via
intraperitoneal (300, 500 y 1000 mg/kg) en ratones que posteriormente fueron
monitoreados durante 24 horas. Durante este tiempo los investigadores no observaron
signos de toxicidad y las observaciones fisicas y de comportamiento no revelaron miccion
involuntaria, debilidad muscular o convulsiéon y concluyeron que los animales eran
fisicamente activos (Farhana et al., 2010). Por ultimo, Mackinnon et al., (1997) también
reportaron niveles de toxicidad muy bajos para el compuesto gedunina y algunos de sus

derivados.

4.3. Valoracion de la actividad antiplasmodial estadio

especifico sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de valoracion de la
actividad antiplasmodial estadio especifico, que se llevé a cabo sobre la cepa FCR3 de P.
falciparum. Vale la pena recordar que para este experimento los parasitos fueron
sincronizados en el estadio anillo maduro. El tiempo de inicio del experimento se sefiala en
las figuras 12 y 13. La concentracidn del extracto proveniente de las células en suspensién
de A. indica (cultivadas en biorreactor de tanque agitado a 400 rpm, 30% OD, 25°C y
oscuridad continua) a la cual el crecimiento del pardsito se inhibe en un 50% durante las
primeras 4 h, fue 20.93 pg/mL. Dada la configuracién del experimento y su correspondencia
con el ciclo de vida de P. falciparum, las cuatro primeras horas corresponden al estadio
trofozoito inmaduro temprano y se infiere que sobre esta forma actua el extracto. Estos

resultados también se ilustran en las figuras 12 y 13.
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Figura 12. Ciclo eritrocitario de P. falciparum. Estadio especifico de accidn del extracto proveniente

de las células en suspension de A. indica. llustracién adaptada de Bannister et al., (2000).
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Figura 13. Estadios de sensibilidad de P. falciparum al extracto proveniente de las células en
suspension de A. indica y al control cloroquina.

AT: Anillo temprano, AM: Anillo maduro, TT: Trofozoito temprano, TM: Trofozoito maduro, ET: Esquizonte

temprano, EM-M: Esquizonte maduro y merozoitos.

Esta ultima figura muestra que el extracto proveniente de las células en suspension de A.
indica sélo fue activo en el estadio trofozoito inmaduro temprano (ICso=20.93 pug/mL) y que
sobre los demas estadios no tuvo ningun efecto (ICso > 100 pg/mL). Esta técnica de
evaluacién permite determinar sobre cual de los estadios del ciclo eritrocitario del parasito
actua el extracto. No obstante, dicha metodologia no permite dilucidar el mecanismo de
accién del extracto. Por esta razén, se emplearan reportes de la literatura en los que se
describe el efecto de otras sustancias con actividad antiplasmodial que también actuan
sobre el estadio trofozoito, con miras a exponer algunas posibles opciones de mecanismos
de accién y/o efectos causados sobre la cepa FCR3 de P. falciparum por el extracto obtenido
en el presente trabajo.

Como medida de supervivencia, el parasito debe degradar una gran parte de la
hemoglobina dentro del eritrocito (80% aproximadamente). Esto es un paso obligado que
garantiza el crecimiento y la replicacién asexual durante la fase intra-eritrocitica. Dicho
proceso tiene lugar, principalmente, en el estadio de trofozoito (18 h a 32 h después de la
invasion) y esta mediado por proteasas contenidas dentro de la vacuola digestiva del
parasito, entre ellas la plasmepsina aspartico proteasa y la cisteina falciparum proteasa
(Ginsburg, 1990; Francis et al., 1997; Milani et al., 2015).

Hu et al., (2017) explican que la digestiéon de la hemoglobina también se da con el fin de
mantener la estabilidad osmatica y proporcionar suficiente espacio para el parasito dentro
de la célula. Por otra parte, éste digiere la hemoglobina y la usa como una fuente de
aminodcidos. Como consecuencia de tal digestién, grandes cantidades de hemo son
liberadas. El hemo, es un grupo prostético que consiste en un atomo de hierro contenido
en el centro de un anillo heterociclico de porfirina, el cual resulta muy toxico para las células.
Para contrarrestar este efecto, el pardsito convierte el hemo en cristales de hemozoina

(comunmente conocida como pigmento paludico). Durante mucho tiempo se creyé que la
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desintoxicacion del hemo en hemozoina era el principal objetivo de los antimalaricos
derivados de quinolina (como la cloroquina) y era uno de los objetivos del desarrollo de
farmacos mas atractivos (Hu et al., 2017). De esta manera, la cloroquina, por ejemplo, actta
sobre el parasito bloqueando la formacion de los cristales de hemozoina. Asi pues, los
residuos téxicos de la hemoglobina salen de la vacuola digestiva y se dirigen al citosol del
parasito donde posteriormente inducen dafios de tipo oxidativo en la membrana celular
(Wang et al., 2014).

Otros reportes indican que el tratamiento basado en inhibidores de la enzima cisteina
proteasa favorece la acumulaciéon de hemoglobina no digerida dentro de la vacuola
digestiva. Por tanto, se bloquea el desarrollo del pardsito y su muerte es inminente
(Marques et al., 2015). También se ha hecho alusién al efecto del azul de metileno sobre
trofozoitos tempranos. Si bien, no es un compuesto usado actualmente para tratar la
enfermedad, se le considera el antimalarico sintético mas viejo (Farber et al., 1998). Se sabe
que su actividad depende de las defensas antioxidantes de Plasmodium (las cuales son
altamente activas en este estadio de desarrollo) y se da justo mientras se lleva a cabo la
digestion de la hemoglobina. Esto esta interrelacionado con la enzima glutation reductasa
plasmodial (PF140192), quien es objetivo especifico del azul de metileno y cuyo pico de
expresion comienza 8 h después de la invasion y alcanza su maximo a las 24 h del ciclo
eritrocitario del pardsito (Farber et al., 1998; Garavito et al., 2007).

Con el estudio llevado a cabo por Morita et al., (2015), los autores demostraron que los
endoperdxidos N-89 y N-251 son candidatos esperanzadores como medicamentos
antipaludicos y que tienen actividad especifica contra el parasito en el estadio trofozoito.
Ellos han demostrado también, que la proteina de uniéon al calcio (PfERC) del reticulo
endoplasmico de P. falciparum es un posible objetivo de N-89 y N-251 y que el nivel de
expresion de la proteina PfERC aumenta a medida que se avanza desde el estadio trofozoito
temprano hasta el trofozoito tardio. Aunque las funciones de PfERC aun no se conocen a
cabalidad, esta proteina parece tener gran importancia para el desarrollo del parasito. Por
lo tanto, parece probable que la inhibicidon de PfERC en la etapa de trofozoito sea crucial en

la accidn antiparasitaria de N-89 y N-251. De esta forma, los hallazgos de Morita et al.,
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(2015) sugieren que las funciones de las proteinas en el estadio trofozoito son inhibidas por
los endoperdxidos y que estas inhibiciones son letales contra los parasitos de la malaria. A
pesar de que sugieren profundizar mas en el mecanismo de accidn de estos compuestos,
explican que los endoperoxidos generan radicales libres en presencia de hierro que podrian
ser los causantes del dafo a las proteinas como PfERC.

Berthi et al., (2018), por su parte, evaluaron el potencial antiplasmodial de extractos
etandlicos de Pricramnia latifolia, una especie vegetal latinoamericana perteneciente a la
familia Pricamniaceae (conocida por sus propiedades medicinales). Como resultado de su
investigacion estos autores reportan una alta actividad (1.20 pug/mL) sobre la cepa FCR3 de
P. falciparum, especificamente sobre el estadio trofozoito.

El extracto proveniente del cultivo de células en suspension de Azadirachta indica, por su
parte, actua sobre sobre P. falciparum impidiendo la maduracion de los trofozoitos. Asi
pues, el ciclo de vida asexual del parasito se ve interrumpido por el extracto. Considerando
los diferentes mecanismos reportados por los autores citados previamente, podria
esperarse que el mecanismo de accidén, del extracto evaluado en este trabajo, esté
relacionado con la inhibicion de la sintesis de proteinas necesarias para los procesos
mitdticos que se llevan a cabo en estadios posteriores. También podria suceder que la
actividad estuviera relacionada con la inhibicidon de enzimas como las plasmepsinas y las
falcipainas, involucradas en la degradacion de la hemoglobina o bien, que actuara
bloqueando el mecanismo antioxidante del parasito. Para confirmar estas hipdtesis seria
necesario que en investigaciones futuras se llevaran a cabo andlisis que permitieran
estudiar la interaccion entre los compuestos activos aislados del extracto y algunas
proteinas especificas del parasito. Por ejemplo, se podriaimplementar la técnica de docking
molecular. Esta permitiria analizar in silico el posible acoplamiento entre los metabolitos
bioactivos y algunas proteinas que, de preferencia, sean exclusivas del pardsito (como

aquellas involucradas en la produccidn de la hemozoina).
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4.4. Analisis de fracciones por UPLC-ESI-Qtof-MS

Del extracto proveniente de los cultivos celulares de neem en biorreactor de tanque
agitado, cultivados a 400 rpm, 30% OD, 25°C y oscuridad continua, que fue sometido a
lavados sucesivos con diferentes solventes (particiones sucesivas con hexano,
diclorometano, acetato de etilo y una mezcla de etanol-metanol), se obtuvieron cuatro
fracciones. Dichas fracciones fueron probadas en ensayos de actividad biolégica sobre la
cepa FCR3 de P. falciparum. De ellas, las fracciones de acetato de etilo y etanol-metanol,
presentaron 1Csp mayores a 100 pg /mL, concluyendo asi, que carecian de actividad sobre
el parasito. No obstante, las fracciones de hexano y diclorometano mostraron actividades
promisorias segun lo descrito por Jonville et al., (2008). Asi pues, sélo las fracciones que
presentaron actividad antiplasmodial in vitro sobre la cepa FCR3 de P. falciparum fueron
tenidas en cuenta en esta parte de la investigacion. De esta forma, tanto la fraccion
diclorometano (ICso = 9.80 pug /mL) como la fraccién hexano (ICso = 13.66 pg /mL) fueron
analizadas mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Posteriormente, solo la
fraccion de hexano proveniente de las células en suspension de neem fue sometida a
analisis mediante UPLC-ESI-Qtof-MS con la intencion de detectar y posiblemente, identificar
de manera tentativa los compuestos presentes en ella. Solo se analizé esta fraccidn ya que
los cromatogramas de HPLC, obtenidos previamente, permitieron determinar que los
compuestos de la fraccidn de diclorometano se encontraban también en la fraccion de
hexano. Por otra parte, esta fraccién lucia mas limpia (picos mejor resueltos). La figura 14
corresponde al cromatograma de UPLC obtenido para dicha fraccidn. El procedimiento
adoptado permitié una separacion y elucién eficientes de los analitos vegetales

posiblemente presentes en la fraccién analizada.
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Figura 14. Cromatograma UPLC de los compuestos presentes en la fraccion de hexano proveniente

de las células en suspensidn de A. indica cultivadas en biorreactor de tanque agitado a 400 rpm

La asignacion de metabolitos se llevd a cabo analizando los tiempos de retencién y los
espectros de masas, junto con el patrén de fragmentacién. Adicionalmente, se empled el
software ACD/MS Fragmenter con la intencion de predecir la fragmentacién molecular de
los compuestos detectados y de esta manera sustentar y explicar algunas de las estructuras
propuestas. También se hizo una comparacion con los datos de referencia relacionados con
la especie (Azadirachta indica) que se encuentran reportados en la literatura y en bases de
datos como ChemSpider y PubChem. De esta forma, se identificaron parcialmente 16
metabolitos posibles, entre ellos limonoides, diterpenoides y derivados de acidos grasos.
La identificacidn tentativa, el tiempo de retencidn, las férmulas moleculares, los nucleos

estructurales y la posible estructura de los compuestos se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Identificacion tentativa de los metabolitos secundarios presentes en la fraccién de hexano

proveniente de las células en suspensién de A. indica, mediante UPLC-ESI-Qtof-MS.

Pico | Tiempo Férmula Masa Area Area Nucleo Identificacion tentativa Referencia
de molecular relativa estructural y posible estructura
(uma)
retencion
(min)
Nimbionona
I o
1 3.48 CigH2204 | 302.8912 20545.455 nd Diterpenoide “/ | Singh et
triciclico { | al., 2008
Nimbosterol
2 7.11 C29Hs00 | 414.2531 47761.145 nd Derivado del o , Singh et
B-sitosterol J’T al., 2008
Acido nimbidico
RO
J g ~ Deepa et
3 7.85 Ca6H3407 | 458.2822 538500.563 0.17 Limonoide 4. . al., 2016
28-Deoxo-nimbolida
S
4 8.87 Ca7H3206 | 452.3463 | 2267382.500 0.39 Limonoide 7][ ]; ﬂ Deepa et
S

al., 2016
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3-Acetil-7-

tigloilnimbidinina

5 10.44 | C33H420s | 566.4254 | 1279320.625 | 4.40 Limonoide Deepa et
al., 2016
6 11.68 | C33H42015 | 678.4908 | 471826.688 | 18.54 Limonoide Deepa et
al., 2016

7 12.63 nd nd 91686.594 10.46 nd nd

8 13.40 nd nd 286736.188 | 3.86 nd nd

9 14.03 nd nd 165111.891 | 0.75 nd nd
10 22.98 Ci9H260 | 270.3147 | 444503.469 2.34 | Diterpenoide Azadricina Deepa et
al., 2016
11 23.84 | CyoH3202 | 304.2982 | 123850.102 1.35 | Diterpenoide Nimbionol Deepa et
TH 0 al., 2016

. | [
|
12 27.64 | C17H2204 | 290.1958 | 212454.031 3.63 | Diterpenoide | Demetilnimbionol o | Deepa et
derivado del Demetilnimbinol al., 2016
nimbionol
13 | 31.08 nd 326.3728 | 703832.125 1.01 nd nd
14 | 34.42 nd 369.3595 | 1377728.875 | 1.74 nd nd
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15 36.01 Ca6H3404 | 410.0892 | 2035884.125 | 5.75 Limonoide Nimocina Deepa et
al., 2016
16 37.10 | Cz6H3404 | 410.1003 | 455415.500 0.79 Limonoide Meldenindiol Deepa et
al., 2016
6,28-Epoxi-14-
17 39.65 C32H480s | 560.1198 29348.592 1.71 Derivado de meliaceno-1,3,7-
meliacina triol; 20,21,22,23- Chapman
Tetrahidro, 23- y Hall,
hidroxi,1-(2- 2018.
metilpropanoilo), 3-
Ac
Acido lignocérico Skellon et
18 | 40.57 | CasH4gO2 | 368.4305 | 114299.320 | 11.27 | Derivado de ’Og‘”‘ ....... al., 1962
acido graso
Isonimocinolida
\” o ‘ ¢
19 | 41.96 | CxsH3607 | 484.1169 | 452218.406 | 16.65 Limonoide : £ Deepa et
| ’ l‘[ al., 2016
Azadiractina M
20 | 43.02 | C32H42013 | 634.1370 51863.113 3.72 Limonoide I Jon | Chapman
h y Hall,
AN
: 2018.
21 | 46.57 632.1799 | 754060.813 | 0.24 nd

Azadiractina O




73

22 | 49.47 | CisHacOrs | 706.1651 | 97061.898 | 0.93 | Limonoide P /\ / | veepaet
ST | al, 2016

23 | 5365 | nd | 780.1917 | 208571.078 | 3.69 nd nd

24 | 5538 | nd | 930.2198 nd 0.42 nd nd

25 | 60.15 nd 854.2173 nd 6.17 nd nd

26 | 62.84 nd 1006.2239 nd nd nd nd

nd: no disponible

El pico 1 fue identificado tentativamente como un diterpeno triciclico conocido como
nimbionona (CigH2204 ; 302.8912 uma) (Singh et al., 2008). La figura 15 ilustra la

fragmentacidon molecular predicha para este compuesto y su posible estructura.

Compuesto 1 ( m/z 303.8912)

ci! 1:TOF MS ES+
c17H2103 2

| 2.55e5
M-CHO - 2H

Cy,Hs0,
M-C,H,,0, + 1H

H,C

~d
. /

173.0824 H,C
,

C15H230,

M+1 o
I o

303. 8912

Nimbionona
CygH3,0,; 302.8912 uma

1000

Figura 15. Espectro de masa del compuesto 1 (m/z 303.8912) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof-MS y la

fragmentacién molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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En los espectros de masa de los picos 2, 3,4, 5y 6 es posible observar la masa de diferentes

aductos del compuesto en cuestion. Por ejemplo, para el pico 2 (figura 16) se observa:

Tiempo de retencion tr= 7.11 min

Masa del compuesto M= 414.2531 uma
Pico cuasimolecular M+1uma= 415.2531 uma
Aducto M+H,0 M+18 uma = 432.2797 uma
Aducto M+Na M+23 uma = 437.2334 uma
Aducto M+K M+39 uma = 453.2109 uma

Compuesto 2 ( m/z 415.2531 )
100

1:TOF MS ES+
8.04e6

M+Na

M+H,0
HO
c16H1202 \ )
M- C;,H,,0 - 3H

Nimbosterol
C,oH;,0 ; 414. 2531 uma

0

600

Figura 16. Espectro de masa del compuesto 2 (m/z 415.2531) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof-

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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Este compuesto seria identificado como nimbosterol (Ca9Hs00 ; 414. 2531 uma), un derivado
del B-sitosterol (Singh et al., 2008) y los siguientes cuatro picos como los limonoides acido
nimbidico (Ca6H3407 ; 458.2822 uma )( Singh et al., 2008), 28-deoxo-nimbolida (C27H3206 ;
452.3463 uma), 3-acetil-7-tigloilnimbidinina (C33H420s ; 566.4254 uma) y 3-
deacetilazadiractina (C33H2015; 678.4908 uma) (Deepa et al., 2016). El acido nimbidico y
el 28-deoxo-nimbolida son derivados de otro compuesto del neem conocido como
nimbolida y para el cual ha sido reportada una muy buena actividad antiplasmodial in vitro
(1.74 pg/mL) (Mackinnon et al., 1997). Los espectros de masay la fragmentacion molecular
predicha que corresponde a tales compuestos, se presentan en los anexos del presente

trabajo (anexos 2 al 5).

Por su parte, los picos 10 y 11 corresponden a un par de compuestos perteneciente a la
familia de los diterpenoides y fueron parcialmente identificados como azadricina (CigH260 ;
270.3147 uma) (pico 10) y nimbionol (CigH2402 ; 304.2982 uma) (pico 11) (Deepa et al.,
2016). Por otra parte, el pico 12 se identifico parcialmente como un diterpenoide derivado
del nimbionol y existen dos compuestos provenientes de A. indica que podrian coincidir con
el analisis, el demetilnimbionol o el demetilnimbinol (C17H2204 ; 290.1958 uma) (Deepa et
al.,, 2016). Los picos 15, 16, 19, 20 y 22 corresponden a compuestos identificados
tentativamente como limonoides. Respectivamente se tienen el nimocina (CzsH3404 ;
410.0892 uma), meldenindiol (C2sH3404 ; 410.1003 uma), isonimocinolida (C2sH3607 ;
484.1169 uma), azadiractina M (Cs2H12013 ; 634.1370 uma) y azadiractina O (C3sHa601s ;
706.1651 uma) (Deepa et al., 2016 ; Chapman y Hall, 2018. ). Estos dos ultimos compuestos
estan relacionados con la azadiractina. Si bien la azadiractina no tiene una buena actividad
sobre los estadios intraeritrocitarios de P. falciparum, como si la tiene el extracto obtenido
en esta investigacion, vale la pena recordar que posee una buena actividad bioldgica en las
fases esporogonicas del parasito (Chianese et al., 2010).

El pico 17, por su parte, concuerda con un derivado de meliacina (C32Has0s ; 560.1198 uma)
(Chapman y Hall, 2018.) y el pico 18 con un derivado de 4cido graso, el acido lignocérico

(C24Has0; ; 368.4305 uma) (Skellon et al., 1962). El analisis mediante la prediccién de la
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fragmentacion molecular no fue posible efectuarlo para todos los compuestos detectados
en el presente trabajo. No obstante, las graficas que ilustran los casos en los que si fue

posible se presentan en los anexos del presente trabajo (anexo 6 al 10) .

Por ultimo, no fue posible identificar tentativamente los picos 7,8,9,13,14,23,24,25 y 26

detectados mediante UPLC-ESI-Qtof-MS.
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5. Conclusiones

En la presente investigacion se lograron establecer condiciones adecuadas para los cultivos
celulares de Azadirachta indica, que promovieron la produccién de metabolitos secundarios
con actividad antiplasmodial in vitro sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum. Dicha
actividad se considera promisoria y permite perfilar el cultivo de células en suspension de
neem como una nueva alternativa de producciéon de antimalaricos.

A nivel de matraz Erlenmeyer varias condiciones de cultivo favorecieron significativamente
la actividad bioldgica. A 25°C, 40 gSac/L, sin adicién de perdxido de hidréogeno y empleando
matraces Erlenmeyer sin bafles, la 1Csp alcanzada (26.16 pg/mL) disminuyé
considerablemente respecto a la del tratamiento control (100 pg/mL) y se asocia con una
actividad mediana. No obstante, la mejor actividad antiplasmodial in vitro en matraces
Erlenmeyer se alcanzé a 15 °C, empleando medio MS, en presencia del precursor acetato
de sodio, sin adicion de elicitores y suplementando con sacarosa en una concentracion de
30g/L. La ICso para el extracto obtenido en este caso fue 18.72 pug/mL y se considera de
mediana actividad. Se determind también, que la actividad antiplasmodial in vitro, en
matraces Erlenmeyer, se ve significativamente desfavorecida por la adicién de perdxido de
hidrégeno al medio de cultivo y la presencia de bafles en los matraces. Sin embargo, la
actividad bioldgica de los cultivos celulares de A. indica, es principalmente promovida en
biorreactor de tanque agitado cuando este se opera a una velocidad de 400 rpm, 30% OD,
sacarosa suministrada en una concentracion de 30 g/L, en oscuridad continua y a 25 °C. Bajo
estas condiciones se registré la mejor actividad antiplasmodial in vitro e incluso, se
considera promisoria (ICso = 10.67 pug/mL). Adicionalmente, este extracto tiene un efecto
inhibitorio sobre el estadio trofozoito inmaduro temprano. Por otra parte, la actividad
antiplasmodial in vitro a la cual se ha hecho referencia previamente, no pudo asociarse con
la produccién de limonoides relacionados con azadiractina. Este hecho permite inferir que
dichos compuestos no son los responsables de la bioactividad de los extractos obtenidos y
posteriormente analizados. Finalmente, en este trabajo se identificaron tentativamente 16

metabolitos posibles (entre limonoides, diterpenoides y derivados de acidos grasos) en los
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extractos obtenidos a partir de los cultivos celulares de neem. Entre ellos se detectaron
tentativamente el acido nimbidico y el 28-deoxo-nimbolida que son derivados de otro
compuesto del neem conocido como nimbolida y para el cual ha sido reportada una muy
buena actividad antiplasmodial in vitro, en trabajos que anteceden la presente

investigacion.
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Perspectivas futuras

Si bien, se ha logrado establecer condiciones adecuadas para los cultivos celulares de
Azadirachta indica que promueven la actividad antiplasmodial in vitro, se hace
estrictamente necesario establecer la identidad de los compuestos responsables de dicha
propiedad. Para ello, es menester mejorar el proceso de extraccién de metabolitos
secundarios ya que el protocolo implementado en la presente investigacion implica la
ruptura completa de la membrana celular vegetal y favorece considerablemente la
acumulacién de material celular residual, en el extracto crudo. Esto dificulta drasticamente
la purificacién de dichos compuestos. También es necesario realizar analisis de resonancia
magnética nuclear y rayos X, una vez se obtengan metabolitos puros, con el fin de
identificarlos y describirlos estructuralmente.

Por otra parte, es de vital importancia que se lleven a cabo analisis de actividad citotéxica
con el fin de establecer el caracter téxico y la selectividad del extracto o los compuestos
activos que sean aislados. Asimismo, es necesario profundizar en el estudio del efecto que
causan los componentes activos del extracto sobre el pardsito causante de la malaria. Para
ello, se deben implementar metodologias como el docking molecular (estudio in silico de la
interaccién entre moléculas) que permitan descifrar el mecanismo de accion de estas
sustancias. Finalmente, es posible optimizar la produccidn de los compuestos con actividad
antiplasmodial in vitro mediante el cultivo de células de neem. Para esto, se recomienda
que en futuros trabajos de investigacidn sea evaluado el efecto de otras velocidades de

agitacion en el intervalo entre 400 y 600 rpm.
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Anexos

Anexo 1. Porcentajes de parasitemia obtenidos durante la valoracién de la actividad antiplasmodial

estadio especifico sobre la cepa FCR3 de Plasmodium falciparum.
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Extracto Porcentaje de parasitemia Porf:ent?je de Porcent.aje de Cloroquina
(ug/mL) Oh-4h parasitemia 4h-8h parasitemia 8h-12h (M)
Extracto Cq Extracto Cq Extracto Cq
0 1,35% 2,26% 5,20% 5,51% 1,90% 2,57% 0
1,5 1,25% 2,32% 5,26% 5,28% 2,35% 2,59% 31,125
3,25 2,14% 1,85% 5,11% 4,80% 1,66% 2,24% 62,25
6,25 1,27% 1,87% 4,74% 4,74% 1,72% 1,81% 125
12,5 1,13% 1,88% 4,44% 4,04% 1,88% 1,76% 250
25 1,04% 1,82% 4,27% 3,40% 1,60% 1,98% 500
50 0,75% 1,13% 3,42% 1,39% 1,18% 1,40% 1000
100 0,62% 0,49% 2,42% 1,17% 0,97% 0,74% 2000
Extracto Porcentaje de parasitemia qucen_taje de qucen_taje de Cloroquina
(ug/mL) 12h-16h parasitemia 16h-20h parasitemia 20h-24h (M)
Extracto Cq Extracto Cq Extracto Cq
0 5,46% 5,71% 3,37% 3,45% 3,26% 3,01% 0
1,5 5,13% 5,56% 3,81% 3,48% 3,45% 3,34% 31,125
3,25 4,94% 5,33% 3,41% 3,69% 3,48% 3,05% 62,25
6,25 4,48% 5,25% 3,12% 3,57% 3,35% 3,12% 125
12,5 4,71% 5,30% 2,88% 3,26% 2,88% 2,67% 250
25 4,52% 3,49% 2,09% 1,67% 1,33% 1,89% 500
50 4,27% 2,61% 0,53% 0,80% 1,15% 1,63% 1000
100 2,99% 1,34% 0,45% 0,51% 0,47% 0,79% 2000
Extracto Porcentaje de parasitemia qucen_taje de qucen_taje de Cloroquina
(ug/mL) 24h-28h parasitemia 28h-32h parasitemia 32h-36h (M)
Extracto Cq Extracto Cq Extracto Cq
0 4,92% 4,93% 2,94% 3,54% 3,51% 3,36% 0
1,5 5,04% 5,29% 3,37% 3,99% 3,76% 3,22% 31,125
3,25 4,01% 4,17% 3,35% 4,00% 3,61% 3,12% 62,25
6,25 3,65% 4,40% 3,47% 3,88% 3,86% 2,98% 125
12,5 3,77% 3,95% 3,84% 3,96% 3,85% 2,94% 250
25 3,36% 3,05% 3,70% 3,66% 3,49% 2,82% 500
50 3,03% 2,18% 3,01% 3,51% 3,34% 2,52% 1000
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100 1,89% 0,69% 2,11% 2,55% 2,18% 1,15% 2000
Porcentaje de parasitemia Porcentaje de Porcentaje de .
Extracto 36h-40h parasitemia 40h-44h parasitemia 44h-48h Cloro:numa
(ug/ml) Extracto Cq Extracto Cq Extracto Cq (nM)
0 3,99% 4,05% 2,82% 2,81% 3,68% 3,69% 0
1,5 4,32% 4,35% 2,77% 3,03% 3,49% 3,81% 31,125
3,25 4,42% 4,14% 2,93% 3,30% 3,58% 3,62% 62,25
6,25 4,63% 3,98% 2,91% 3,35% 3,59% 3,55% 125
12,5 4,15% 3,56% 3,24% 3,41% 3,79% 3,77% 250
25 4,09% 3,28% 2,98% 3,07% 3,72% 3,49% 500
50 3,92% 3,41% 3,17% 3,07% 3,72% 3,54% 1000
100 3,70% 2,73% 2,55% 2,52% 3,28% 3,30% 2000
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Anexo 2. Espectro de masa del compuesto 3 (m/z 459.2822) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof MS

y la fragmentacién molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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Anexo 3. Espectro de masa del compuesto 4 (m/z 453.3463) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof MS

y la fragmentacién molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.

@ Compuesto 5 ( m/z 567.4254)
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Anexo 4. Espectro de masa del compuesto 5 (m/z 567.4254) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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Anexo 5. Espectro de masa del compuesto 6 (m/z 679.5095) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.

1 Compuesto 11 ( m/z 305.5036)
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Anexo 6. Espectro de masa del compuesto 11 (m/z 305.5036) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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Anexo 7. Espectro de masa del compuesto 18 (m/z 369.4328) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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Anexo 8. Espectro de masa del compuesto 19 (m/z 485.1169) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter
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Anexo 9. Espectro de masa del compuesto 20 (m/z 365.1370) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.
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Anexo 10. Espectro de masa del compuesto 23 (m/z 707.1651) detectado mediante UPLC-ESI-Qtof

MS y la fragmentacion molecular predicha con el software ACD/MS Fragmenter.



