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Resumen

Quillaja brasiliensis es una planta lefiosa nativa de América del Sur, valorada por su alto
contenido de saponinas, compuestos con propiedades inmunoestimulantes y potencial
aplicacion como adyuvantes en vacunas. Estos metabolitos se encuentran presentes en las hojas
de estos arboles, lo que conlleva desafios evidentes en términos de velocidad de suministro y
sostenibilidad. La creciente demanda de estos metabolitos junto con las preocupaciones de
preservacion de estos arboles han llevado a la necesidad de métodos alternativos de produccion.
Entre las alternativas emergentes, el cultivo in vitro representa una via prometedora para lograr
una produccion continua, escalable y sostenible de saponinas a partir de Quillaja brasiliensis.
Sin embargo, la investigacidbn en esta especie es aun escasa, tanto en protocolos de
establecimiento como en la extraccion y purificacion de sus metabolitos bioactivos.

En este estudio se explord la posibilidad de cultivar Quillaja brasiliensis in vitro y de
aprovechar sus tejidos como fuente de saponinas. Se ensayaron diferentes medios y condiciones
de cultivo para la introduccion, propagacion e induccion de callos. Las saponinas se extrajeron
de hojas y callos, se purificaron por cromatografia de alta resolucion preparativa (prep-HPLC)
y se caracterizaron por cromatografia en capa fina (7LC). Se trabajo con explantes de cinco
genotipos, cultivados en medio Woody Plant Medium (WPM) enriquecido con BAP, lo que
permitid alcanzar un 80 % de éxito en el establecimiento inicial. La formacion de callo a partir
de hojas y tallos result6 viable en la mayoria de los genotipos, siendo las hojas el material mas
receptivo y mostrando la mejor proliferacion en presencia de 3 mg/L de BAP. Se logro extraer
y caracterizar saponinas a partir de hojas jovenes de Q.brasiliensis. En contraste, los intentos
de generar suspensiones celulares en medios MS y FNL no prosperaron bajo las condiciones
evaluadas y los callos cultivados en las condiciones de esta investigacion no evidenciaron la
presencia de saponinas.

En conjunto, los resultados demuestran que Q. brasiliensis puede ser propagada exitosamente
in vitro y que sus hojas constituyen una fuente de saponinas inmunoestimulantes. Los cultivos
de callo requieren optimizaciéon adicional (tiempo de induccidén, combinaciones
auxina/citocinina, elicitacion) antes de ser considerados como una fuente productiva de estos
metabolitos.
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1. Introduccion

1.1. Adyuvantes

Con el fin de disminuir los efectos adversos asociados a ciertas vacunas, se han desarrollado
nuevas formulaciones con una composicion mas definida, como las basadas en proteinas
recombinantes purificadas, péptidos sintéticos o ADN plasmidico. Estos antigenos purificados
presentan una menor inmunogenicidad en comparacion con las vacunas tradicionales. Por esta
razén, se ha vuelto fundamental la administracion conjunta de antigenos con compuestos
capaces de potenciar o modular su inmunogenicidad, para asi poder generar una respuesta
inmune mas fuerte, duradera y especifica (1). Los adyuvantes fueron descritos por primera vez
en 1924 por Ramon, quien los definié como ‘“sustancias utilizadas en combinacion con un
antigeno especifico que generan una respuesta inmune mds intensa que el antigeno por si solo”
(2). Desde entonces, se han desarrollado multiples tipos de adyuvantes con diversas
aplicaciones.

Estos componentes mejoran la respuesta inmune al activar y regular la inmunidad innata y
adaptativa, aumentando la eficacia y duracion de las vacunas. Ademas, favorecen la memoria
inmunologica y son especialmente utiles en poblaciones vulnerables como neonatos, adultos
mayores y personas con inmunidad comprometida.

Aunque los adyuvantes ofrecen numerosas ventajas reconocidas, solo unos pocos se emplean
regularmente debido a su potencia y niveles aceptables de toxicidad (3). Las sales de aluminio
se han utilizado como adyuvantes con gran éxito durante casi un siglo y han resultado
particularmente efectivas para promover la inmunidad humoral protectora. No obstante, la
eficacia del aluminio resulta limitada en enfermedades donde se requiere inmunidad mediada
por células para brindar proteccion. Ademas existen otros como las emulsiones de aceite en
agua con escualeno, los virosomas ensamblados artificialmente, asi como los agonistas de los
receptores tipo toll (TLR) y las saponinas formuladas en liposomas o complejos
inmunoestimulantes (ISCOM).

Sin embargo, la mayoria de estos adyuvantes no han sido aprobados para su uso en humanos,
ya sea por su alto costo de produccion, su limitada eficacia o su toxicidad local (4), lo que
resalta la necesidad de desarrollar nuevos enfoques que mejoren la eficacia y la seguridad de
los inmunomoduladores convencionales.

El uso de compuestos naturales de plantas, incluyendo saponinas, polisacaridos y brasinas,
junto con sus derivados activos, tiene un gran potencial en la modulacidon de las respuestas
inmunolégicas. En la actualidad, la investigacion de extractos vegetales ha ganado una atencion
considerable debido a sus diversas propiedades farmacoldgicas, que incluyen la regulacion del
sistema inmunoldgico y la actividad antioxidante (5).



1.2. Estructura y caracteristicas de las saponinas

Las saponinas son compuestos glucdsidos, extraidos de plantas con caracteristicas anfipaticas
que se deben a su estructura. Estdn compuestas por un anglicon (sapogenina) derivado de
isoprenoides unido a una o mas cadenas de azticares mediante un enlace éter o éster. Segun el
tipo de esqueleto de su anglicon, estas pueden clasificarse en saponinas triterpenoides y
saponinas esteroides.

Las saponinas triterpenoides (Figura 1A) estdin ampliamente distribuidas en plantas
dicotileddneas y presentan cuatro esqueletos principales: oleanano pentaciclico, ursano, lupano
y dammarano tetraciclico. Por su parte, las saponinas esteroides (Figura 1B) derivan
principalmente de monocotiledoneas, e incluyen cuatro esqueletos principales: colestano
tetraciclico, espirostano hexaciclico, furostano pentaciclico y cardenolido con grupo lactona
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Figura 1: Estructura quimica de (A) Saponinas triterpenoides y (B) Saponinas esteroides. Adaptado
de Liuhong Shen y colaboradores (5).

Estos metabolitos se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes especies de plantas en
tejidos como corteza, hojas, tallos raices y flores (6) y desempefian un papel clave tanto en el
estrés bidtico como en el abidtico. Por otra parte, poseen un gran valor econdémico debido a sus
propiedades fisicoquimicas unicas, siendo utilizadas en diversos procesos que incluyen:
fabricacion de emulsiones fotograficas, productos cosméticos, aplicaciones como
emulsionantes en la industria alimentaria y como adyuvantes de vacunas en la industria médica

(1)



Debido a su estructura anfifilica, tanto el aglicon como los radicales de azucares ramificados
desempefian papeles importantes en la estimulacion del sistema inmunologico.

Aunque el mecanismo inmunogénico ain no se comprende con claridad, se sabe que las
saponinas pueden activar diferentes vias, incluyendo los receptores tipo Nod (NLR) y los
receptores tipo Toll (TLR). Las saponinas pueden estimular a las células presentadoras de
antigenos (APC) mediante la induccion de la formacion del inflamasoma. El inflamasoma es
un conjunto de receptores y sensores que inducen inflamacion mediante la activacion de la
caspasa-1. Pueden estimular la secrecion de IL-6 e IL-1B in vitro, aunque requieren la
activacion del TLR4, lo cual lleva a formas activas de caspasa-1. Ademas, pueden estimular la
expresion del TLR2 y de interferén-a, promoviendo la activacion de IL-18 e IL-1B (7). Estas
se utilizan ampliamente tanto de forma individual como combinadas con sales de aluminio,
liposomas o proteinas y lipidos anfipaticos para formar complejos detergente/lipido/saponina,
conocidos como ISCOMs (5).

1.3. Formulaciones de adyuvantes de vacunas con saponinas del
género Quillaja.

El género Quillaja, perteneciente a la familia Quillajaceae dentro del orden Fabales
(Magnoliopsida), estd conformado por dos unicas especies lefiosas: Quillaja saponaria Molina
(Q. saponaria) y Quillaja brasiliensis (Q. brasiliensis). Su distribucion se limita a regiones
especificas de Sudamérica, donde Q. brasiliensis es endémica del sur de Brasil, noreste de
Argentina, este de Paraguay y norte de Uruguay, entre los 21° Sy 31° S y desde los 46° O hasta
los 58° O, alcanzando hasta los 1350 m s. n. m. (metros sobre el nivel del mar) mientras que Q.
saponaria es propia de las zonas mediterraneas de Chile se encuentra en en bosques mixtos, en
el denominado bosque escleréfilo, y creciendo abundantemente entre los 30° S y 38° S,
alcanzando hasta los 2000 m s. n. m.

El interés en este género radica en la presencia de saponinas en la corteza, madera y hojas de
estos arboles. Tanto Q. saponaria como Q. brasiliensis, son reconocidas por ser fuentes clave
de saponinas crudas. En especial, Q. saponaria es reconocida por su elevado contenido de
saponinas triterpénicas, que varia aproximadamente desde un 1,2 % en las ramas hasta un 16—
20 % del peso seco en la corteza.

Desde los anos 30 se sabe que Q. saponaria produce saponinas con efecto inmunoestimulante.
Inicialmente, los extractos eran mezclas variables, pero en 1974 K. Dalsgaard logro
estandarizar uno, Quil-A®, compuesto por mas de 20 saponinas. Este compuesto demostro
tener la capacidad de inducir tanto la respuesta inmune humoral como celular asi como
diferentes isotipos de anticuerpos. Desde entonces Quil-A® ha sido utilizado en diferentes
vacunas veterinarias y estudios preclinicos (6). Fue purificado mediante cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) de un extracto de corteza. A raiz de eso se
descubrieron mas de 20 saponinas solubles en agua provenientes de Q. saponaria que inducen



respuestas inmunes humorales y mediadas por células incluyendo QS-21, QS-18, QS-17 y QS-
7 (8).

El principal componente de saponina, QS-18, resultd ser altamente toxico en ratones, mientras
que las saponinas QS-7 y QS-21 mostraron menor toxicidad. Dado que QS-7 era menos
abundante, se seleccion6 QS-21, compuesto por dos saponinas isoméricas y que se ha
convertido en la saponina adyuvante mas estudiada en los tltimos 25 afios (9). Actualmente el
precio de mercado de Quil-A® excede los 500 USD por gramo (6) mientras que el de QS-21
altamente purificado es de aproximadamente 300.000 USD por gramo (10) lo que convierte a
estos adyuvantes en algunos de los componentes mas caros de las formulaciones de vacunas.

En cuanto a la respuesta inmune, se sabe que QS-21 estimula tanto las respuestas inmunes
humorales como las respuestas inmunes mediadas por células, con produccién de altos titulos
de anticuerpos (IgG2a e IgG2b, ademas de IgG1) asi como también linfocitos T citotoxicos.
Sin embargo solo ha sido aprobado como parte de un adyuvante liposomal (AS01) en vacunas
contra malaria y el herpes zoster. Esto se debe a que QS-21 presenta ciertas limitaciones como
escasez, heterogeneidad, estabilidad hidrolitica y toxicidad que restringe la dosis lo cual ha
limitado su desarrollo clinico como adyuvante independiente.

Los mecanismos de accion de QS-21 no se comprenden completamente, lo que dificulta el
desarrollo racional de analogos mejorados y la seleccion de combinaciones Optimas entre
adyuvantes y antigenos para futuras vacunas. Un modelo propuesto, basado en datos recientes
con QS-21 formulado en liposomas, implica la endocitosis dependiente de colesterol de QS-21
por células dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDCs), seguida de su acumulacion
y desestabilizacion en los lisosomas. Esta disrupcion lisosomal puede inducir la activacion de
las moDCs mediada por catepsina B y la quinasa SYK, asi como la produccién de citoquinas
proinflamatorias, y también podria influir en el procesamiento del antigeno y su translocacion
al citosol para una posterior presentacion cruzada (Figura 2) (9).
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Figura 2: Representacion esquematica del mecanismo de accion propuesto para los adyuvantes de
saponinas relacionados con QS-21. Tras la endocitosis, los antigenos y QS-21 ingresan a las células
dendriticas, donde QS-21 favorece la ruptura de la membrana endosomal. Esto permite que los
antigenos sean procesados en el citosol y sus péptidos resultantes se unan a moléculas MHC-I en el
reticulo endoplasmatico. Finalmente, estos complejos se presentan en la superficie celular para activar
células T CD8+ naive mediante presentacion cruzada. Tomado de Pifferi y colaboradores (9).

Se ha demostrado que los adyuvantes a base de saponinas, ya sea en forma purificada o
formulados con colesterol y fosfolipidos en estructuras de tipo jaula de 40 nm (ISCOMATRIX),
aumentan la presentacion cruzada de antigenos en moDCs mediante el escape endosomal y la
formacion de cuerpos lipidicos intracelulares. Los ISCOMATRIX se basan principalmente en
la capacidad adyuvante de las saponinas de Quillaja para inducir citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias que reclutan y activan células presentadoras de antigenos, promover el trafico
del antigeno y su liberacion al citosol y conectar las respuestas inmunes innata y adaptativa in
vivo, de manera independiente de los receptores tipo Toll (TLR), pero dependiente de MyD88

(9).

Un ejemplo es Matrix-M™, que incluye QS-21 y ha sido usado exitosamente como adyuvante
en vacunas contra malaria (4) y en Nuvaxovid™ (NVX-CoV2373), vacuna recombinante
contra COVID-19 aprobada en humanos (6).

La Tabla 1 llevada a cabo por Morais y colaboradores (6) resume los adyuvantes derivados de

Q. saponaria que fueron aprobados para su uso en humanos junto con sus formulaciones y
aplicaciones en vacunas.
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Tabla 1: Adyuvantes derivados de Q. saponaria aprobados para su uso en humanos junto

con sus formulaciones y aplicaciones en vacunas. Adaptado de Morais y colaboradores (6).

ASO1

AS02

Matrix-M™

Composicion

QS-21 + MPL en liposomas

QS-21 + MPL en emulsion
aceite-en-agua

Fraccion de saponinas de Q.
saponaria en nanoparticulas
tipo ISCOM

Respuesta inmune

Respuesta dominante Th1
con activacion de células T

Respuesta equilibrada de
células T (Th1/Th2) y

Respuesta dominante Th1
con activacion de células T

Mosquirix™ (Malaria);
VIH, TB (vacunas

(ensayos clinicos)

CDS8" y respuestas de respuestas de anticuerpos CDS8" y respuestas de
anticuerpos anticuerpos
Aplicaciones clinicas Shingrix™ (Herpes Zoster); | Malaria, VIH, Hepatitis B Nuvaxovid™ (NVX-

CoV2373, COVID-19);
Malaria

21; requiere formulacion en
liposomas

21; estabilidad de la
emulsion; posible

candidatas)

Ventajas Activacion eficiente de Amplia estimulacion Activacion eficiente de
CD8*; reduccion de la inmune; adecuada para CDS8*; autoensamblaje;
toxicidad de QS-21 patdgenos complejos reduccion de la toxicidad de
mediante liposomas saponinas mediante

matrices [ISCOM

Limitaciones Suministro limitado de QS- | Suministro limitado de QS- | Suministro limitado de

saponinas; complejidad en
la formulacion

reactividad antigénica

1.4. Quillaja brasiliensis y sus ventajas

La gran ventaja que presenta la especie Q. brasiliensis es que las saponinas se encuentran
presentes en las hojas, mientras que en (. saponaria su principal fuente de extraccion es la
corteza del arbol. Esta diferencia es de gran importancia, ya que la obtencion de saponinas a
partir de la corteza implica la tala parcial o total del arbol, lo que puede afectar negativamente
a la regeneracion de la especie y generar un impacto ambiental significativo. En cambio, al
encontrarse en las hojas, las saponinas de Q. brasiliensis pueden extraerse sin necesidad de
danar el arbol, permitiendo cosechas sucesivas de manera sostenible. Esto no solo garantiza
una fuente renovable de estos compuestos, sino que también reduce los costos y la presion sobre
los ecosistemas donde crecen estos arboles, favoreciendo la produccion a largo plazo sin
comprometer la biodiversidad ni la conservacion de la especie.

A pesar de que Q. brasiliensis es reconocida como una fuente rica en saponinas triterpénicas,
los estudios fitoquimicos sobre esta especie comenzaron relativamente tarde en comparacion
con su congénere Q. saponaria. En uno de los primeros trabajos pioneros, se identificd una
prosapogenina derivada del 4cido quillaico, glicosilada en la posiciéon C-3 con un residuo de -
D-acido glucuronico (GlcAp), a partir de productos de hidrdlisis parcial. Este hallazgo sugirid
que las saponinas de Q. brasiliensis podrian compartir similitudes estructurales con las de Q.
saponaria (11).
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Mas recientemente, Wallace y colaboradores (9) realizaron los primeros estudios estructurales
completos de las saponinas de Q. brasiliensis mediante espectrometria de masas por trampa de
iones con ionizacidn por electrospray y analisis en multiples etapas (ESI-IT-MSn). Este analisis
permitid la identificacion de 27 saponinas triterpénicas bidesmosidicas, que presentaban como
agliconas al acido quillaico, la gypsogenina, el acido fitolacinico y el 4cido 23-O-acetil-
fitolacinico. Las estructuras de estas saponinas mostraron patrones de glicosilacion en las
posiciones C-3 y C-28 de la aglicona, altamente conservados y analogos a los encontrados en
las saponinas de Q. saponaria. También se identificaron saponinas equivalentes a QS-21.
Recientemente, se evalud una fraccion purificada de saponinas conocida como QB-90 extraidas
de Quillaja brasiliensis en la formacion de ISCOMs (7).

Uno de los protocolos mas conocidos de purificacion de saponinas fue publicado por Yendo y
colaboradores en 2017 (12), en donde se obtienen extractos acuosos a partir de las hojas seguido
de la extraccion de los compuestos mas polares utilizando acetato de etilo y la precipitacion de
taninos con gelatina. Finalmente se realiza la purificacion fraccionada mediante cromatografia
en una columna C18 y elucion con metanol. Aunque la fraccion QB-90 (eluida con 90 % de
metanol) es la mas utilizada, las fracciones QB-80 y QB-100 (eluida con 80 % y 100 % de
metanol, respectivamente) también muestran actividad coadyuvante de saponinas (13).

La principal limitacion de las saponinas como adyuvantes es la posible toxicidad de las
moléculas anfifilicas debido a su capacidad de interactuar con el colesterol en las membranas
celulares de los mamiferos, alterando la integridad y la funcién de la membrana lo que se evalua
comunmente a través de una variedad de ensayos in vitro € in vivo (6).

El compuesto QB-90 ha sido investigado por su potencial como inmunoadyuvante al ser co-
administrado con antigenos virales en modelos murinos resultando ser menos toxicos cuando
se los administra por via subcutdnea en ratones en comparacion con Quil-A® . Los estudios
han demostrado que estas saponinas inducen una potente respuesta inmunitaria frente a
antigenos virales, de manera similar a las de Q. saponaria (14).

En 2019, Wallace y colaboradores (9) aislaron y purificaron el compuesto QB1 el cual presenta
una estructura similar a QS-21 (15). Para ello primero obtuvieron una fraccion
inmunoestimulante denominada fracciéon B a partir de un extracto acuoso de hojas de QB,
mediante el fraccionamiento en columna C18. Posteriormente, la fraccion B fue sometida a
separaciones sucesivas utilizando cromatografia flash en silica (MPLC) y cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (HPLC) con columna C18. Como resultado, se aislaron dos
compuestos cuyas estructuras fueron determinadas mediante espectroscopia de RMN vy
espectrometria de masas. Uno de estos compuestos correspondi6é a una saponina triterpénica
(Qb1), que es un isémero de QS-21 (13).

A continuacion, en la Tabla 2 se presenta un analisis descriptivo llevado a cabo por Morais y
colaboradores (13) donde se indican las respuestas inmunitarias inducidas por diferentes
adyuvantes basados en saponinas derivados de Quillaja brasiliensis.
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Tabla 2: Adyuvantes derivados de Quillaja brasiliensis con sus respuestas inmunitarias. AE:
extracto acuoso; QB: fraccion purificada de saponinas de Q. brasiliensis; IQB/IMXQB:

formulaciones en matrices ISCOM,; sc: via subcutinea; in: via intranasal; DTH:
hipersensibilidad retardada; 1: aumento en comparacién con el grupo control. Adaptado

de Morais y colaboradores (13).

Adyuvante Antigeno Tipo de respuesta Aplicaciones /
inmune destacada Observaciones

AE-sc Herpesvirus (BoHV1, 1 1gG, 1gG1, IgG2a/2¢ Aumento de IFN-y e IL-2
inactivado) en esplenocitos

QB-90-sc Herpesvirus (BoHVS, 1 IgG2a/2c, 1gG2b, IgG3, | Aumento de citocinas
inactivado) DTH IFN-y e IL-2

AE-sc Poliovirus (Sabin 1, 1 1gG1, 1gG2a/2c, IgA Proliferacion de
inactivado) esplenocitos y secrecion

de citocinas
QB-90-sc Ovalbiimina (OVA) 1 1gG, IgG1, [gG2a/2¢ Estimulacion de

proliferacion de
esplenocitos

IQB-90-in Influenza (vacuna 1 1gG, 1gG1, IgG2a/2c, Proteccion en ensayo de
fraccionada estacional) IgG3, IgA desafio y ahorro de dosis

IMXQB-sc Influenza (vacuna 1 1gG e IgA Respuesta mantenida 120
fraccionada estacional) dias en ratones viejos

IQB-80-sc Zika (virus inactivado) 1 1gG, IgG1, [gG2a/2c Aumento de afinidad de

anticuerpos

IQB-80-sc Pestivirus (BVDV, 1 1gG1, IgG2a/2¢c Produccion de IFN-y en

inactivado) células T CD4+ y CD8+

1.5. Alternativas en produccion de saponinas

El incremento en la demanda de saponinas plantea importantes desafios en términos de
velocidad de suministro y sostenibilidad. A su vez, las preocupaciones relacionadas con la
preservacion de los arboles de Quillaja, han puesto de manifiesto la necesidad de desarrollar
métodos alternativos para la produccion sostenible de estos compuestos. Entre las estrategias
propuestas se encuentran la sintesis semisintética, procesos bioquimicos y técnicas de
microcultivo agricola de plantas o plantulas (16).

Un avance clave se logré recientemente con la identificacion de las rutas enzimaticas
fundamentales involucradas en la sintesis de saponinas inmunomoduladoras relacionadas con
QS-21. Este descubrimiento abre oportunidades prometedoras para utilizar plataformas
alternativas que combinan la bioingenieria con la quimica semisintética, con el objetivo de
aumentar la produccion de saponinas de manera mas sostenible, ademas de permitir el disefio
de nuevos coadyuvantes. A pesar de su potencial, ninguno de estos métodos ha sido atn
aprobado ni ha demostrado ser suficientemente sostenible o rentable (4).

Una estrategia prometedora es el cultivo de células vegetales, donde la fermentacion en
suspension celular de Q. brasiliensis podria permitir una produccion escalable y consistente de
saponinas, obtenida en forma de biomasa celular, extractos de biomasa y saponinas purificadas
de manera individual (16). Sin embargo al dia de hoy la investigacion acerca del cultivo in vitro
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de esta especie asi como los métodos de extraccion y purificacion de sus metabolitos, sigue
siendo muy escasa.

1.6. Caracteristicas del cultivo in vitro

La propagacion de la especie resulta un paso clave, dado que se trata de arboles con un
crecimiento naturalmente lento. Implementar métodos de propagacion eficientes permite
obtener plantas en menor tiempo, lo que acelera los procesos de establecimiento, evaluacion y
produccion. Esta rapidez en la obtencion de ejemplares es fundamental para reducir los plazos
de investigacion, optimizar los programas de mejoramiento y asegurar la disponibilidad de
material vegetal de calidad.

El cultivo in vitro puede iniciarse a partir de partes de la planta entera o de semillas germinadas
de forma aséptica. Un requisito para introducir cualquier material en cultivo in vitro es la
esterilizacion superficial con el fin de eliminar los microorganismos adheridos. Para eso suelen
utilizarse soluciones acuosas de desinfectantes como hipoclorito de sodio.

Los explantes adecuados se transfieren a un medio semisolido con nutrientes y reguladores de
crecimiento vegetal, cultivandose en condiciones ambientales controladas. Segun el material
de partida y el medio utilizado, pueden establecerse diferentes tipos de cultivos, que se
clasifican como cultivos celulares (suspensiones celulares, protoplastos o células gaméticas),
cultivos de tejidos (callo o tejidos diferenciados) o cultivos de 6rganos (por ejemplo, brotes,
raices o embriones cigéticos). De igual forma se puede inducir la formacién de callo (masas
celulares desdiferenciadas) y al transferirse a un medio liquido, los callos pueden desintegrarse
en pequefios agregados y células individuales, obteniéndose asi cultivos en suspension celular.

En el campo de la biotecnologia, los cultivos de callo se utilizan exitosamente para la
produccion de metabolitos primarios y secundarios, y para la escalabilidad en la sintesis de
compuestos bioactivos con aplicaciones en las industrias farmacéutica, alimentaria, cosmética
y en procesos de fitorremediacion. Esta capacidad se ve potenciada por la presencia de células
totipotentes dentro del callo, que pueden regenerar plantas completas mediante organogénesis
o embriogénesis somatica (17). Ademas, aunque los cultivos de callo presentan una alta
variabilidad genética, esta caracteristica puede ser aprovechada para la generacion de nuevas
variedades vegetales o para el descubrimiento de metabolitos inéditos con potencial bioactivo.
Como el callo suele ser bastante heterogéneo en cuanto a las propiedades bioquimicas de sus
células, los cultivos en suspension deben iniciarse a partir de pequefios agregados de callo, de
modo que puedan desarrollarse lineas celulares homogéneas, idealmente de rapido crecimiento
(17). Los cultivos en suspension celular son una fuente potencial para la produccion de
metabolitos secundarios vegetales de alto valor, y durante las ultimas décadas se han
establecido cultivos de numerosas plantas medicinales (18).
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Actualmente no existen protocolos estandarizados para el cultivo in vitro de Q. brasiliensis ni
evaluaciones de su capacidad de producir saponinas, lo que justifica el presente trabajo

En una primera etapa, se evaluaran distintos medios de cultivo para la induccion de callos a
partir de explantes de tallo y hoja, con el fin de establecer condiciones favorables para el inicio
del cultivo celular. Posteriormente, se determinardn las condiciones Optimas para el cultivo
celular de Q. brasiliensis, considerando variables como la concentracion de reguladores del
crecimiento, el tipo de medio y los parametros fisicos de incubacion. Ademas, se evaluara la
produccion de saponinas mediante su extraccion, purificacion y caracterizacion, con el fin de
establecer una correlacion entre el comportamiento del cultivo y su capacidad biosintética.

15



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de Quillaja brasiliensis para ser cultivada in vitro y su potencial
como fuente de saponinas triterpénicas de interés farmacéutico.

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar condiciones de crecimiento y propagacion in vitro de Q. brasiliensis.
e Explorar condiciones para la induccién de callos a partir de tallo y hoja

e Analizar la presencia de saponinas en hojas y callos bajo las condiciones probadas
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3. Materiales y métodos

3.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental llevada a cabo para cumplir con los objetivos se esquematiza en la
Figura 3. Brevemente se introdujeron 5 genotipos de la especie Q. brasiliensis al cultivo in
vitro utilizando como explantes hojas y tallos. Se evaluaron distintos medios de cultivo y
condiciones para la propagacion e induccion de callos de la especie tanto en medio semisélido
como en liquido. Luego se procedid a la extraccion de las saponinas, para ello se realizaron
extractos acuosos tanto de hojas como de callos se filtraron, se realiz6é una precipitacion con
gelatina seguida de una precipitacion con acetato de etilo. Para la purificacion se realizd una
cromatografia liquida de alta resolucion preparativa y finalmente se caracterizaron las
saponinas mediante cromatografia de capa fina.

7, N / -
‘ i [E—
) —> — — — — — N 3 =
A K “BEl
' . ! () -
—3 Filtracion 1 - '
Ir:troduccliénld_e dPropa‘?acién Cultivo de |
plantas al cultivo e catlos en células en Precipitacion  Precipitacién Cromatografia
in vitro medio sélido o ecipriacio P A0MAI0g Cromatografia
Induccién de suspension  Extracto acuoso congelatina  conAcetatode  liquida de alta de'capafina
callos en Etilo resolucion p
medio sélido preparativa

Figura 3. Esquema del procedimiento experimental para la obtencion y purificacion de saponinas a
partir de Quillaja brasiliensis.

3.2 Materiales

3.2.1 Material vegetal

Se emplearon plantulas de origen seminal (no clonal), obtenidas a partir de semillas colectadas
de un mismo arbol adulto de Quillaja brasiliensis.

3.2.2 Medios de cultivo

Tabla 3: Woody Plant Medium (WPM)

Compuesto mg/L
Macronutrientes
Nitrato de Amonio (NHaNOs) 400
Sulfato de Magnesio (MgSQO4*7H-0) 370
Sulfato de Potasio (K2SO.) 990
Fosfato de Potasio (KH2PO4) 170
Micronutrientes
Acido Borico (HsBOs) 6.2
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Sulfato de cobre (CuSO4*5H20) 0.25
Sulfato de manganeso (MnSO4*4H.0) 22.3
Sulfato de Zinc (ZnSO+*7H20) 8.6
Molibdato de sodio (Na2Mo00O4*2H.0) 0.25
Otros componentes
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl:*2H20) 96
Sodio EDTA (Na2-EDTA) 37.92
Sulfato Ferroso (FeSO4*7H20) 27.84

Tabla 4: Medio Murashige-Skoog (MS)

Compuesto mg/L
Macronutrientes
Nitrato de amonio (NH4NO3) 1650
Cloruro de calcio (CaCl2:*H20) 440
Sulfato de Magnesio (MgSO4*7H-0) 370
Fosfato de Potasio (KH2PO4) 170
Nitrato de Potasio (KNO3) 1900
Micronutrientes

Acido Borico (HsBOs) 6.2
Cloruro de Cobalto (CoCI2*8H20) 0.025
Sulfato de Cobre (CuSO4*5H20) 0.025
Sulfato de Manganeso (MnSO4*4H-0) 22.3
Yoduro de Potasio (K1) 0.83
Molibdato de sodio (Na2M0QO4*2H20) 0.25
Sulfato de Zinc (ZnSO4*7H-0) 8.6
Sodio EDTA (Na2-EDTA) 37.2
Sulfato Ferroso (FeSO4*7H-0) 27.8

Vitaminas
Myo inositol 100
Tiamina 0.1
Piridoxina 0.5
Acido nicotinico 0.5
Glicina 2
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Tabla 5: Medio Finer and Nagasawa Lite (FNL)

Compuesto mg/L
Macronutrientes
Sulfato de amonio (NH4)2SO4) 463
Nitrato de potasio (KNOs) 2830
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4*7H-0) 370
Fosfato monobasico de potasio (KH2PO.) 185
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2*2H20) 300
Micronutrientes

Acido bérico (H;BOs) 6.20
Sulfato de manganeso monohidratado (MnSOs*H20) 22.3
Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4+*7H20) 8.60
Molibdato de sodio dihidratado (Na2M0O4*2H20) 0.250
Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4*5H20) 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl:*6H:0) 0.025
Yoduro de potasio (KI) 0.830
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4*7H-0) 27.8
Sodio EDTA (Na2-EDTA) 37.3

Vitaminas
Myo inositol 100
Acido nicotinico 1
Piridoxina 1
Tiamina 10
Asparagina 1
Glutamina 20
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3.3 Procedimientos generales

3.3.1. Introduccion y propagacion de plantas en cultivo in vitro

Los experimentos de cultivo in vitro de Q. brasiliensis se llevaron a cabo en el Laboratorio de
cultivo in vitro de tejidos en INIA Las Brujas.

Se utilizaron explantes provenientes de la zona apical de plantas jovenes de Q. brasiliensis
(Figura 4A) los cuales fueron esterilizados mediante inmersion en solucion de hipoclorito (20
g/L de Cloro activo y Tween 20 1 ml/L) por 5 minutos. Esto se realizé dos veces. Luego, se
realizaron dos lavados con agua destilada. Posteriormente se cortaron en secciones de
aproximadamente 10 cm y se colocaron en tubos de ensayo de 150 mm de altura y 20 mm de
diametro que contenian el medio de iniciacion (Figura 4B) compuesto por medio de cultivo
Woody Plant Medium (WPM) suplementado con 30g/L de sacarosa, 0,1 mg/L de 6-
benzilaminopurina (BAP), 8g/L de Plant Agar (Duchefa) y pH 5,8. Este medio fue previamente
autoclavado (20 min at 121 °C). Finalmente fueron ubicados en camara de crecimiento bajo
condiciones de luz y temperatura controlada. Fotoperiodo de 18 hs de luz 6 horas de oscuridad,
con una intensidad luminica de 75 pumol m™ s™' y temperatura de 24+1°C.

Figura 4: (A) Plantas jovenes de Q. brasiliensis cultivadas en invernaculo y utilizadas para el cultivo
in vitro. (B) Explantes introducidos en medio de iniciacion WPM 30g/L de sacarosa, 0.1 mg/L BAP, 8
g/L de Plant Agar (Duchefa) y pH 5,8.

Se efectuaron observaciones cada 7 dias descartando aquellos explantes contaminados. A las 4
semanas se pasaron a medio de multiplicacion (Figura 5) compuesto por medio de cultivo WPM
suplementado con 30 g/L de sacarosa, 0,5 mg/L. BAP y 8g/L de Plant Agar (Duchefa) y pH 5,8.
En este caso se utilizaron frascos de vidrio de 90 mm de altura y 60 mm de diametro con filtro
en la tapa, donde se colocaron 3 explantes por frasco. De igual forma se efectuaron
observaciones cada 7 dias, descartando los explantes contaminados.
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Figura 5: Explantes en medio de multiplicacion WPM suplementado con 30 g/L de sacarosa, 0,5
mg/L BAP, 8g/L de Plant Agar (Duchefa) y pH 5,8.

3.3.2. Induccion de callo

Para la induccion de callo se utilizaron hojas (Figura 6A) y tallos (Figura 6B) de plantas jovenes
de Q. brasiliensis que ya se encontraban en cultivo in vitro. Se utilizaron 43 tallos y 199 hojas
de 5 genotipos distintos. Las hojas y tallos se colocaron en frascos de 90 mm de altura y 60 mm
de didmetro, conteniendo medio WPM suplementado con 30 g/L de sacarosa, 8 g/L. de Plant
Agar (Duchefa) y pH de 5,8. El medio se prepar6 con dos concentraciones distintas de BAP, 1
mg/L o 3 mg/L. Los cultivos se incubaron con un fotoperiodo de 18 hs de luz 6 horas de
oscuridad, con una intensidad luminica de 75 pmol m s™' y temperatura de 24+1°C. Después
de 4 semanas se realizo una evaluacion y clasificacion del crecimiento del callo distinguiendo
por genotipo, tipo de explante y tratamiento (1mg/L BAP o 3mg/L BAP) en donde se tabularon
los valores obtenidos.
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Figura 6: (A) Hojas en medio WPM 30 g/L de sacarosa, 8 g/L. de Plant Agar (Duchefa), 3 mg/L BAP
y pH 5,8. Dia 0 de induccion. (B) Tallos en medio WPM 30 g/L de sacarosa, 8 g/l de Plant Agar
(Duchefa), 3 mg/L BAP y pH 5,8. Dia 0 de induccién.

Luego de 4 semanas de induccién de callo, el tejido fue separado de los explantes y colocado
en nuevos frascos con medio fresco. En este caso el medio utilizado para la propagacion de los
callos fue WPM suplementado con 30g/L de sacarosa, 0,5 mg/L de BAP, 8g/L de Plant Agar
(Duchefa) y pH 5,8. La propagacion de los callos se llevé a cabo bajo las mismas condiciones
experimentales. Luego de 2 meses el crecimiento relativo se calcul6 utilizando el peso fresco,
se pesaron los callos al momento de la inoculacioén en el medio de subcultivo y al final del
ciclo. La formula utilizada fue la siguiente:

CR = (Peso fresco final — Peso fresco inicial) / Peso fresco inicial.

3.3.3. Cultivo de células en suspension

El cultivo de células en suspension (Figura 7) se inici6 inoculando tejido de callo en 30 ml de
medios liquidos Murashige-Skoog (MS) suplementado con 30 g/L. de sacarosa 0,1 mg/L de
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 2 mg/L Adenina, 1 mg/L Kinetina y pH 5.7 y Finer
and Nagasawa Lite (FNL) suplementado con 20 g/L de sacarosa, 1g/l de Asparagina, 20 mg/L
de Glutamina y 5 mg/L de Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), contenidos en matraces de
125 mL. Estos se incubaron a 25 °C en agitacion, en shaker a 60 rpm durante 60 dias (Figura
7). A continuacidn, las células en suspension fueron recolectadas y centrifugadas; se descarto
el sobrenadante y se pesaron las células obtenidas. Finalmente, se compar6 esta masa con la
cantidad de callo inicial para evaluar su crecimiento.
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Figura 7: Matraces con células en suspension en agitacion a 60 rpm.

3.3.4. Tratamientos previos a la extraccion de saponinas

La extraccion se realizé a partir del material de callo obtenido al momento y también de hojas
jovenes de plantas de Q.brasiliensis que se encontraban en invernaculo para comparar los
perfiles de saponinas.

Para los tratamientos previos a la extraccion de saponinas, en el caso de los callos, se recolectd
una porcion representativa del tejido obtenido, se peso, se colocd en tubos falcon y se congeld
a -80 °C durante 72 horas. Posteriormente, las muestras fueron liofilizadas durante 5 dias. Por
otro lado, el tratamiento de las hojas consistié en un secado en estufa a 37°C durante 1 semana
con el objetivo de eliminar la humedad antes de la extraccion. Una vez obtenidos ambos tejidos
deshidratados, fueron procesados utilizando una licuadora hasta obtener polvo.

3.3.5. Extraccion de saponinas

El proceso de extraccion, purificacion y caracterizacion de saponinas se realizé en la Unidad
Académica de Desarrollo Biotecnologico - Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR.
La obtencion del extracto acuoso tanto de hojas como de callos se baso en el protocolo descrito
por Yendo y colaboradores (12) con algunas modificaciones.

Para la extraccion, el polvo vegetal se suspendio en agua destilada y se incubo en agitacion a
4°C ON. El extracto se filtr6 utilizando un colador con algodon y se centrifugd a 8000 rpm
durante 20 minutos . Para remover los taninos condensados, se adiciond una solucion de
gelatina al 2% y se incubo a 4°C por 30 minutos, promoviendo la formacion de un precipitado
(Figura 8). Luego se separdé mediante centrifugaciéon a 8000 rpm durante 20 minutos. El
extracto clarificado se sometid a dos lavados con acetato de etilo descartando la fase organica
tras cada repeticion. Para la eliminacion del solvente, el extracto acuoso se evapord bajo
agitacion y calor. Finalmente, las muestras se congelaron en capa fina y se liofilizaron hasta
obtener un extracto seco, el cual se conservd en condiciones de humedad y temperaturas
controladas.

23



Figura 8: Precipitacion de taninos en extractos acuosos. (A) Callos. (B) Hojas.

3.3.6 Purificacion de saponinas por cromatografia liquida de alta
resolucion preparativa (prep-HPLC)

Las fracciones liofilizadas obtenidas se resuspendieron en agua Milli-Q y se centrifugaron para
luego ser sometidas a la prep-HPLC. Para la corrida cromatografica, se emple6 el equipo Pure
C-850 FlashPrep (BUCHI) con una columna Flash Pure ID C18 de 12 g (BUCHI), utilizando
como fase movil una mezcla de agua y metanol. El método consistié en un gradiente de elucioén
de 0 a 100% metanol, con un flujo de 30 mL/min o 20 mL/min y una duracioén total de 35
minutos. La recoleccion se configurd para capturar Unicamente los picos detectados. La
deteccion se realizd mediante espectrofotometria UV, con un umbral de 0,10 unidades de
absorbancia (AU), y mediante un detector ELSD (Evaporative Light Scattering Detector), con
un umbral de 3 mV.

Las fracciones recolectadas se secaron utilizando un rotavapor, manteniendo una temperatura
inferior a 45 °C para evitar la degradacion de las saponinas. Una vez eliminados los residuos
de solvente, las muestras se congelaron y posteriormente se sometieron a liofilizacion, con el
fin de obtener los extractos secos correspondientes a cada fraccion separada.

3.3.7. Caracterizacion de las fracciones por cromatografia de capa fina

(TLO)

Cada fraccion obtenida del sistema prep-HPLC se analizdé mediante cromatografia en capa fina
(TLC) en placas de silica gel. Para ello se resuspendieron las fracciones inicialmente en 50 L.
de agua Milli-Q y luego se llevaron a una concentracion final de 1 mg/mL utilizando metanol
absoluto. Se aplicaron 100 uL de cada muestra sobre la placa empleando una jeringa tipo
Hamilton.

El desarrollo cromatografico se llevo a cabo utilizando una fase movil que consistié en la fase
superior de una mezcla de 10 partes de acido acético, 40 partes de agua Milli-Q y 50 partes de
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I-butanol (en volumen). Cuando el disolvente alcanzé aproximadamente 1 cm del borde
superior de la placa, ésta fue secada a temperatura ambiente y revelada con una soluciéon de
anisaldehido—H>SO.. Finalmente, se procedid al calentamiento de la placa a 105 °C para
permitir la visualizacion de las manchas correspondientes a compuestos terpénicos.
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4. Resultados y discusion

4.1. Introduccion y propagacion de plantas en cultivo in vitro

La introduccion y propagacion de explantes se desarrollaron de forma exitosa. Se introdujeron
32 explantes conteniendo yemas joévenes de dos genotipos distintos. Inicialmente se
introdujeron en medio de iniciacion WPM 0,1 mg/L BAP y luego se pasaron a medio de
multiplicacion WPM 0,5 mg/L BAP.

Los resultados obtenidos evidencian que Q. brasiliensis presenta una respuesta favorable al
establecimiento in vitro, alcanzando un porcentaje de éxito del 80,6%. Este valor es elevado si
se considera que en especies lefiosas la fase de introduccion suele ser una de las mas criticas
debido a la elevada incidencia de contaminaciones y a la posible recalcitrancia de los explantes.
El hecho de que la especie responda positivamente tanto al medio de iniciacion como al medio
de multiplicacion sugiere que Q. brasiliensis no presenta una fuerte dependencia de condiciones
hormonales complejas para inducir la brotacion y proliferacion, lo cual representa una ventaja
para el desarrollo de protocolos de micropropagacion.

En conjunto, los resultados muestran que Q. brasiliensis no es una especie recalcitrante al
cultivo in vitro, y que puede establecerse y multiplicarse bajo condiciones controladas. Este
hallazgo constituye un punto de partida valioso para futuros trabajos orientados a la produccion
de metabolitos secundarios, como las saponinas, que tienen aplicaciones de alto valor agregado,
especialmente como adyuvantes en vacunas.

4.2. Induccion de callo

Se evaluo la capacidad de diferentes explantes de Q. brasiliensis (hojas y tallos) para formar
callo en medio WPM suplementado con 1 o 3 mg/L de BAP. A diferencia de lo reportado en
otras especies lefiosas, donde la callogénesis suele requerir la combinacién de auxinas y
citocininas, en este trabajo se probo tnicamente el efecto de la citocinina BAP. Esta decision
metodologica permitid explorar la respuesta minima de los tejidos a un regulador de
crecimiento sin la influencia de auxinas.

En total se utilizaron 43 tallos y 199 hojas de 5 genotipos distintos en medios WPM
suplementados con 30 g/L de sacarosa, 8 g/L de Plant Agar (Duchefa) y distintas concentraciones de
BAP, 1 mg/L o 3 mg/L. Se logré establecer con éxito cultivo de callos a largo plazo. Luego de
40 dias la induccion de callo se clasificod (Tabla 6) de acuerdo al genotipo, tipo de explante,
tratamiento aplicado, y crecimiento del callo. Para esto ultimo se realizo una escala en donde
los nimeros (0, 1, 3, 3) indican la escala convencional de crecimiento del callo. Siendo (1)
callos de hasta Imm de diametro, (2) de I mm a 3 mm, (3) mayor a 3 mm, mientras que (0)
indica que no hubo induccién de callo.
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Tabla 6: Clasificacion de la induccidn de callo de acuerdo al genotipo, tipo de explante (tallo
o hoja), tratamiento aplicado (1 mg/L de BAP o 3 mg/L de BAP) y crecimiento.

Genotipo Tipo de Tratamiento Explantes 0) (€)) 2) A3)
explante totales

1 Hoja Img/L BAP 56 5.3% 32.2% 55% 3.5%
1 Hoja 3mg/L BAP 56 10.7% 10.7% 69.6% 8.9%
1 Tallo Img/L BAP 14 7.1% 7.1% 50% -

1 Tallo 3mg/L BAP 7 14.2% 14.2% 71.4% -

2 Hoja Img/L BAP 8 - - 100% -

2 Tallo 3mg/L BAP 5 - 100% - -

3 Hoja Img/L BAP 16 - 6.2% 93.7% -

3 Hoja 3mg/L BAP 18 5.5% 50% 38.8% 5.5%
3 Tallo Img/L BAP 6 - 33.3% 66.6% -

3 Tallo 3mg/L BAP 9 - - 100% -

4 Hoja Img/L BAP 12 - 83.3% 16.6% -

4 Hoja 3mg/L BAP 25 - 8% 92% -

4 Tallo Img/L BAP 7 - 28.5% 71.4% -

4 Tallo 3mg/L BAP 3 - - 66.6% 33.3%
5 Hoja Img/L BAP 22 - 13.6% 77.2% 9%
5 Hoja 3mg/L BAP 20 - - 90% 10%
5 Tallo Img/L BAP 3 - 33.3% 66.6% -

5 Tallo 3mg/L BAP 5 - - 100% -

En cuanto a los resultados obtenidos, se observo que en la mayoria de las combinaciones entre
tratamiento y genotipo, el mayor porcentaje de crecimiento de callo se ubico en la categoria de
crecimiento (2), evidenciando que el protocolo utilizado presenta una alta eficiencia en la
induccion de callo. Asimismo, la proporcion de explantes sin respuesta (0) fue baja en la
mayoria de los casos, lo que refuerza la efectividad del protocolo utilizado. En la Figura 9 se

observan los explantes con formacion de callo.

Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar si existian diferencias

significativas entre las variables consideradas: tipo de explante, tratamiento y genotipo.
Los resultados mostraron diferencias significativas (p = 0,021) para la variable tipo de
explante, siendo las hojas las que presentaron la mayor capacidad de induccion de callo.
Este resultado resalta la importancia de la eleccion del explante como factor determinante

en la eficiencia del proceso de induccion de callo.
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Por otra parte, la ausencia de diferencias significativas entre genotipos indica que el protocolo
presenta una aplicabilidad amplia, lo que constituye una ventaja para su implementacion en
programas de cultivo in vitro con distintos materiales.

Figura 9: Explantes a los 40 dias de induccion. (A) Hojas con formacion de callo en medio WPM 3
mg/L BAP. En rojo escala de crecimiento (1). (B) Hojas con formaciéon de callo en medio WPM 3
mg/L. BAP. En celeste escala de crecimiento (2). (C) Tallos con formacion de callo en medio WPM 3
mg/L BAP. En amarillo escala de crecimiento (3). (D) Hojas con formacion de callo en medio WPM
Img/L. BAP. En celeste escala de crecimiento (2) , en rojo (1) y en amarillo (3).

Se realizaron subcultivos periddicos de callos de forma de preservar la biomasa. Se constato

que el medio WPM 0,5 mg/LL BAP es eficiente para la propagacion de callo. El crecimiento
relativo luego de 2 meses de induccion mostro un crecimiento promedio del 10%.

4.3. Cultivo de células en suspension

Despues de 60 dias de observacion el callo cultivado en medio liquido no mostré un aumento
en peso fresco del tejido ni cambio de color en ninguno de los dos medios utilizados, MS y
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FNL. Si bien los cultivos liquidos en suspension de células vegetales son utilizados en muchas
especies para la obtencion de metabolitos secundarios de importancia farmacéutica, resulto ser
inefectivo para Q. brasiliensis con los medios y condiciones estudiadas en este trabajo.

El crecimiento y la produccion de metabolitos en cultivos celulares pueden variar tanto entre
especies vegetales como dentro de la misma especie. Diversos factores pueden influir en estos
parametros, tales como la edad de la linea celular, las condiciones de crecimiento, las
caracteristicas genéticas, la variacion somaclonal, entre otros (10).

En relacion con las condiciones del cultivo de células en suspension, el medio més utilizado en
este tipo de cultivos es el MS. En el presente trabajo, se decidié evaluar ademas el medio FNL
el cual es ampliamente utilizado en embriones somaticos en soja. Las condiciones de cultivo
implementadas consistieron en incubacion a 25 °C con agitacion en un agitador orbital a 60
rpm durante 60 dias. Estos pardmetros se encuentran respaldados por estudios previos, los
cuales indican que la temperatura dptima para el crecimiento de células vegetales en suspension
se sittia en un rango de 20 °C a 30 °C, y que una agitacién de entre 40 y 60 rpm favorece la
proliferacion celular (19).

Otro factor relevante en la produccion de metabolitos secundarios es la elicitacion. Como se
menciond previamente, las saponinas cumplen roles importantes en la defensa de las plantas
contra patdgenos, plagas y herbivoros debido a sus propiedades antimicrobianas, antifingicas,
antiparasitarias e insecticidas. Muchas plantas sintetizan y acumulan saponinas durante el
crecimiento y desarrollo normal. La distribucion de estos productos naturales varia
enormemente entre especies vegetales, plantas individuales, organos y tejidos, durante el
desarrollo y la maduracion, y muestra fluctuaciones estacionales. Algunos estudios han
sugerido que las variaciones en la distribucion, composicion y cantidad de saponinas en las
plantas pueden reflejar diferentes necesidades de proteccion vegetal. En varias especies,
incluidas las del género Quillaja, 1a produccion de saponinas se induce en respuesta al estrés
bidtico, incluyendo la herbivoria y el ataque de patdgenos. Factores de estrés abiodtico, como la
humedad, la carencia de nutrientes, la luz y la temperatura, pueden influir tanto en la calidad
como en la cantidad del contenido de saponinas. El aumento de los niveles de saponinas en
respuesta al estrés suele estar mediado por la activacion transcripcional de genes biosintéticos
a través de una compleja cascada de sefializacion que involucra las hormonas jasmonato y
salicilato. De esta forma, la biosintesis de estos compuestos se puede inducir mediante elicitores
para mejorar los rendimientos (19).

Especificamente en Q.brasiliensis, se ha demostrado que diversos estimulos abidticos y
bioticos (4cido salicilico, acido jasmonico, agentes osmoticos, ultrasonido y luz UV) inducen
la acumulacion de saponinas (10). Magedans y colaboradores (10) reportaron tratamientos de
elicitacion especificos como acido salicilico a 50 uM y 100 uM, &cido jasmonico a 50 uM y
100 uM, sorbitol al 1 % o 2 % (m/v), y ultrasonido (bafio ultrasonico durante 1 min, frecuencia
fija de 40 kHz, 135 W).

Antes de inducir la produccion de saponinas mediante elicitacion, el estado fisiologico de las
células es clave para lograr rendimientos Optimos. Se ha observado que la deplecion de
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nitrogeno previo a la elicitacion prepara a las células, aumentando significativamente la
produccion de saponinas. Aunque el nitrogeno es esencial para el crecimiento celular, las
células pueden mantenerse y proliferar, de manera limitada, en su ausencia o con
concentraciones reducidas. Se ha reportado que esta fase de deplecion de nitrogeno constituye
un paso previo necesario para garantizar la eficacia de los tratamientos de elicitacion. En
cultivos de células en suspension de Q. saponaria, se ha reportado que la deplecion de nitrogeno
mejord la acumulacion de saponinas. Ademads, se detalla que la obtencion de rendimientos de
QS-21 de aproximadamente 11.4 pg/g de peso fresco se logré mediante procedimientos
optimizados que combinaban la elicitacion con jasmonato de metilo (MeJA) y la privacion de
nitrégeno (10,19).

En el presente trabajo no se aplicaron tratamientos de elicitacion ni estrategias de deplecion de
la fuente de nitrégeno, dado que al momento de la implementacion de los cultivos celulares en
suspension no se disponia de antecedentes reportados en la literatura. Este hecho pudo haber
constituido un factor determinante en la obtencion de resultados por debajo de lo esperado.

4.4. Purificacion de saponinas por cromatografia liquida de alta
resolucion preparativa (prep-HPLC)

La purificacion de saponinas por prep-HPLC se realizo a partir de extractos de callo cultivados
de forma in vitro en medio semisolido, para los cuales no se distinguié por genotipo y de hojas
jovenes de dos genotipos de Q. brasiliensis cultivadas en invernaculo, con el objetivo de
comparar los perfiles cromatograficos y analizarla composicion de las saponinas presentes.

El andlisis se llevd a cabo en un sistema Pure C-850 FlashPrep (BUCHI). La deteccion se
realizd mediante absorbancia UV a 210 y 214 nm, longitudes de onda en las que pueden
detectarse algunos cromoforos presentes en saponinas triterpénicas y con el detector de
dispersion de luz evaporativa (ELSD) para aquellas que carecen de cromoforo (20).

Considerando que las saponinas del género Quillaja presentan un nucleo triterpenoide muy
hidrofébico, suelen estar glicosiladas con 2 o mas cadenas de azlcares y, en algunos casos,
aciladas con acidos grasos que les confieren fuerte cardcter anfipatico (21), la separacion se
realizd en una columna CI18 en fase estacionaria apolar, empleando un gradiente de
metanol/agua, flujo de 20 mL/min o 30 mL/min y un tiempo de corrida de 35 min.

De acuerdo con Yendo y colaboradores (12) la fraccion QB-90 eluye a 90% de metanol y QB-
80 y QB-100 eluyen en 80%-100% de metanol por ello se recolectaron las fracciones a partir
del 70% de metanol en adelante.

Los cromatogramas obtenidos se compararon con el estandar comercial Quil-A ®, una mezcla
heterogénea de saponinas de la corteza de Q. saponaria muy utilizada en vacunas veterinarias
(6). El cromatograma del estdndar comercial (Figura 10) presentd un solo pico entre 90-100%
de metanol detectado por el ELSD correspondiente a las saponinas sin cromoforo.
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Figura 10: Cromatograma obtenido por prep-HPLC con deteccion ELSD y UV (210 y 214 nm) del
extracto del estandar comercial Quil-A® . La separacion se realizo en una columna C18 con un
gradiente de metanol/agua, flujo de 20 mL/min y un tiempo de corrida de 35 min. La flecha indica el
pico de interés.

Tanto en la corrida a partir de hojas jovenes de Q. brasiliensis genotipo 1 (Figura 11A) como
en las hojas genotipo 2 (Figura 11B) se obtuvieron diferentes picos que eluyen a diferentes
tiempos y porcentajes de la fase movil metanol/agua correspondientes a diferentes compuestos
presentes en las muestras. En la fase inicial del gradiente (0-20% de Metanol) se detectan los
compuestos mas hidrofilicos mientras que en la region intermedia-tardia (60-100% de Metanol)
aparecen picos correspondientes a los compuestos menos polares como las saponinas
triterpénicas de Quillaja detectadas por el ELSD que se evidencian con los picos en verde y
las detectadas por el UV a 210y 215 nm en rojo y azul respectivamente.

La corrida cromatografica de hojas del genotipo 1 se realizé a un flujo de 20 mL/min y
sensibilidad de deteccion baja mientras que la muestro de hojas genotipo 2 se corrié a 30
mL/min y sensibilidad de deteccion alta. Esta diferencia metodologica podria haber contribuido
a que los picos en la corrida del genotipo 2 se observan ligeramente mejor resueltos que en la
del genotipo 1.
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El pico de interés correspondiente a las saponinas triterpénicas aparece en ambos
cromatogramas eluidas con porcentajes de metanol entre 70-100, lo cual concuerda con el pico
obtenido en el cromatograma del estandar comercial Quil-A® y lo reportado en bibliografia.
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Figura 11: Cromatogramas obtenidos por prep-HPLC de extractos de hojas jovenes de Q. brasiliensis
cultivadas en invernaculo. (A) Genotipo 1 y (B) Genotipo 2. Las sefiales se registraron mediante
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detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD, verde) y absorbancia UV a 210 nm (azul) y 215 nm
(rojo). La separacion se realizo en columna C18 empleando un gradiente metanol/agua, con un flujo
de 20 mL/min (A) y 30 mL/min (B), sensibilidad de deteccion baja (A) o alta (B), y un tiempo total de
corrida de 35 min. La flecha representa el pico de interés.

En contraste, el cromatograma obtenido a partir de callos de Q. brasiliensis (3 meses de
induccion) mostrd Gnicamente algunos picos en la region hidrofilica temprana; sin sefiales
compatibles con saponinas en la zona de 70%-100% de Metanol (Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma obtenido por prep-HPLC del extracto de callos de Q. brasiliensis. Las
senales se registraron mediante detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD, verde) y absorbancia
UV a 210 nm (azul) y 215 nm (rojo). La separacion se realizo en columna C18 empleando un
gradiente metanol/agua, con un flujo de 30 mL/min, sensibilidad de deteccion alta y un tiempo total de
corrida de 35 min.

La ausencia de saponinas detectables en callos puede atribuirse a varios factores Se sabe que el
crecimiento y la produccion de metabolitos en cultivos celulares pueden variar tanto entre
especies vegetales como dentro de la misma especie. Varios factores pueden influir en estos
parametros, tales como la edad de la linea celular, las condiciones de crecimiento, las
caracteristicas genéticas, la variacion somaclonal, entre otros.
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Algunas especies productoras de saponinas han demostrado una correlacion directa entre el
crecimiento y la acumulacién de metabolitos (10). Teniendo en cuenta que los callos fueron
obtenidos de plantas jovenes de no mas de 2 afos y que los callos tienen apenas 3 meses de
induccion podria ser un factor importante a considerar en estos resultados obtenidos.

Con respecto al tiempo de induccion de los callos Dalsgaard K y colaboradores (22) reportaron
que el tiempo minimo necesario para considerar la linea celular de callo lo mas estable posible
son 6 meses, luego de ese tiempo se recomienda analizarlos para estimar el contenido de
saponinas. No obstante, en el presente trabajo, debido a limitaciones de tiempo y a la escasez
de reportes bibliograficos disponibles al momento de la induccién, se optd por establecer un
periodo de induccion de 3 meses.

Otro factor que se encontrd que puede influir en la sintesis de saponinas a partir de callo es el
tipo de explante que se utiliza para la induccion. Ha sido reportado recientemente que utilizando
directamente los entrenudos como explantes en lugar de otras partes como nudos y hojas se
obtienen mejores resultados ya que la biosintesis de saponinas ocurre en la parte del floema del
tallo (22) . Teniendo en cuenta que en este trabajo se utilizaron hojas y tallos para la induccién
podria ser otro factor que contribuy6 a la ausencia de resultados esperados.

Como ya se menciono, las condiciones de crecimiento en general pueden afectar la biosintesis
de las saponinas. La composicion del medio durante el ciclo de crecimiento parece ser otro
factor determinante para el crecimiento y la acumulacion de saponinas. Recientemente
Magedans y colaboradores (10) en el primer reporte de produccion de QS-21 en cultivos
celulares de Q. brasiliensis, verificaron la presencia de QS-21 en los cultivos celulares al
utilizar el medio MS suplementado con 3 % (m/v) de sacarosa, 4cido naftalenacético a 5 mg/L
y kinetina a 1 mg/L a los 9 meses de cultivo.

En el presente trabajo, el medio de induccion de callo consistio en WPM suplementado con 30
g/L. de sacarosa y dos concentraciones de BAP, 1 mg/L o 3 mg/L. Al comparar los medios
utilizados en ambos estudios, el medio MS se destaca como el mas empleado en cultivos de
tejidos vegetales, tanto en monocotiledoneas como en dicotiledoneas. Este medio se caracteriza
por presentar altos niveles de nitrogeno, en forma de nitrato y amonio, con una proporcion
relativamente elevada de amonio respecto a nitrato, y es considerado particularmente eficaz
para la regeneracion de plantas. En contraste, el medio WPM fue formulado especificamente
para especies lefiosas, y contiene menores cantidades de sales macronutrientes en comparacion
con el MS. En particular, presenta menor concentracion total de nitrogeno y de amonio, lo que
lo hace mas adecuado para el cultivo de especies lefiosas. De esta forma, la eleccion del medio
WPM resulta coherente, dado que Q. brasiliensis corresponde a una especie lefosa.

En cuanto a los reguladores de crecimiento, en esta investigacion se empled Unicamente la
citocinina BAP sin la adicion de auxinas. Diversos autores (23) han demostrado que el uso
exclusivo de citocininas, o una relacion elevada de citocinina respecto a auxina favorece la
formacion y proliferacion de brotes (organogénesis) en lugar de la proliferacion de callo
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indiferenciado. Asi mismo se ha reportado que auxinas como acido a-Naftalenacético (NAA)
y acido Indol-3-butirico (IBA) son las mas utilizadas en cultivo in vitro mientras que la Kinetina
(KIN) es una citocina de uso comun, todas ellas capaces de estimular la proliferacion de callo
o células.

En este sentido, la estrategia experimental empleada por Magedans y colaboradores (10), que
utiliza acido naftalenacético (5 mg/L) en combinacion con kinetina (1 mg/L), se presenta como
una alternativa mas apropiada que la aplicada en el presente trabajo. Dicho enfoque ha
demostrado ser eficaz no solo en la induccion de callogénesis, sino también en la obtencion de
QS-21 en cultivos celulares, ademas de encontrarse s6lidamente respaldado por la literatura.

Finalmente, deben considerarse las diferencias en los protocolos todo de extraccion de las
saponinas. Mientras que en la presente investigacion se utilizé un método adaptado de Yendo
y colaboradores (2017) (12) desarrollado para hojas, Magedans y colaboradores (2025) (10)
aplicaron un procedimiento optimizado para callos, que incluyd liofilizacion previa,
homogenizacion, extraccion acuosa 1:100 p/v, sonicacion, centrifugaciéon y posterior
liofilizacion. Estas diferencias metodoldgicas pueden haber reducido la eficiencia de
extraccion en el presente estudio y contribuido a la falta de deteccion.

4.5 Caracterizacion de las fracciones por cromatografia de capa fina

(TLC)

Las fracciones obtenidas a partir del sistema prep-HPLC de hojas jovenes de Q. brasiliensis
(genotipos 1 y 2) fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina (TLC) en placas de
silica gel, con el objetivo de caracterizar las saponinas extraidas. Se emple6 como fase moévil
la capa superior de una mezcla de 10 partes de acido acético, 40 partes de agua y 50 partes de
1-butanol (10:40:50 v/v) y como revelador anisaldehido—H2SOa con calentamiento.

En el caso de los callos, no se realizo TLC dado que en el anélisis cromatogréfico previo (prep-
HPLC) no se detectaron picos atribuibles a saponinas ni a compuestos relacionados.

En la Figura 13 se presentan los perfiles de TLC correspondientes a las fracciones eluidas con
>70 % de metanol a partir de hojas jovenes de ambos genotipos, junto con el estindar comercial
Quil-A® y, a modo comparativo, un cromatograma de hojas adultas de Q. brasiliensis
proporcionado por la Unidad Académica de Desarrollo Biotecnologico - Instituto de Higiene,
Facultad de Medicina, UdelaR.
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Figura 13: Cromatografia en capa fina de las fracciones de 70% de metanol en adelante de las hojas
genotipo 1, genotipo 2 y del estandar comercial Quil-A. Del carril 1 al 4 se encuentran las fracciones
correspondientes a las hojas genotipo 1. En el carril 1 se encuentra la fraccion de 70-78% de Metanol,
carril 2 la fraccidon de 77-85% de Metanol, carril 3 la fraccion de 85-91% de Metanol, carril 4
fracciones de 92-99% de Metanol. En el centro de la placa se encuentra el estdndar Quil-A. En el
carril 5 se encuentra la fraccion de 69-73% de Metanol, carril 6 la fraccion de 72-78% de Metanol,
carril 7 la fraccion de 78-88% de Metanol, carril 8 fracciones de 88-92% de Metanol.

En las fracciones de hojas jovenes se observan multiples bandas caracteristicas, cuya cantidad
disminuy6 progresivamente a medida que aumenta el porcentaje de metanol, lo que indica un
incremento en la pureza de las fracciones. En particular, las fracciones de 92-99% (genotipo 1)
y 78-88% y 85-99% (genotipo 2) mostraron un patréon mas definido y con menor cantidad de
bandas accesorias. La mayoria de las bandas coincidieron en posicion y coloracion con las del
estandar Quil-A®, lo que respalda la presencia de saponinas en las muestras analizadas. Cabe
destacar que, en estas condiciones, algunas fracciones presentan menos bandas adicionales que
en el estandar, lo que sugiere una mayor pureza relativa bajo las condiciones ensayadas.

El cromatograma proporcionado por el Instituto de Higiene (Figura 14) mostr6 perfiles a lo
largo de todo el gradiente metanol/agua, incluyendo compuestos adicionales como flavonoides
(coloracion amarilla). En las fracciones de hojas jovenes no se detectaron sefiales atribuibles a
este tipo de compuestos, lo cual resulta favorable dado que no constituian compuestos de interés
en este estudio. De manera consistente con lo observado en hojas jovenes, las fracciones eluidas
con mayor proporcion de metanol presentaron una reduccion progresiva de bandas accesorias,
y en el rango >70 % de metanol los patrones resultaron comparables a los obtenidos a partir de
hojas jovenes, mostrando nuevamente una una pureza relativa superior a la del estandar
comercial Quil-A®.
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Figura 14: Cromatografia en capa fina de las fracciones correspondientes a todo el gradiente
metanol/agua de una muestra de hojas adultas de Q.brasiliensis. La misma pertenece a la Unidad
Académica de Desarrollo Biotecnoldgico - Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR. Carril
1 fraccion correspondiente a 14-21% de metanol, carril 2, 21-30% de metanol, carril 3, 39-46% de
metanol, carril 4, 46-53% de metanol, carril 5, 53-60% de metanol, carril 6, 60-69 % de metanol,
carril 7, 69-77% de metanol, carril 8, 77-79% de metanol, carril 9, 79-87% de metanol, carril 10, 87-
91% de metanol, carril 11, 91-100% de metanol y carril 12 estandar comercial de Quil-A.

4.6 Analisis del rendimiento de saponinas

Luego de la extraccion y caracterizacion de saponinas de las diferentes muestras, tanto de callos
como de hojas jovenes de Q. brasiliensis, se analizaron los rendimientos obtenidos (Tabla 7).
La tabla resume, para cada material, el peso seco inicial, los mg de extracto acuoso liofilizado
obtenidos de cada muestra después de la extraccion, el rendimiento del extracto acuoso, los mg
de las fracciones ricas en saponinas obtenidas luego de la purificacion por prep-HPLC vy el
rendimiento de las misma con respecto al peso seco. También se encuentran datos de
rendimientos proporcionados por la Unidad Académica de Desarrollo Biotecnolégico -
Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR. de fracciones ricas en saponinas obtenidas
de hojas de arboles adultos de Q.brasiliensis que se encuentran en el Parque José Batlle y
Ordofiez, Montevideo, Uruguay.

En hojas jovenes, los rendimientos de extracto acuoso fueron de 12,7% (genotipo 1) y 14,3%

(genotipo 2) respecto al peso seco. En lo que respecta al rendimiento de las fracciones ricas en
saponinas obtenidas luego de la purificacion por prep-HPLC estas fueron relativamente bajas,
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siendo el maximo rendimiento 0,014 % del peso seco. Estos valores deben considerarse
preliminares, dado que solo se evaluaron dos genotipos y sin repeticiones biologicas.

En comparacion, las hojas adultas presentaron un porcentaje mayor de fracciones ricas en
saponinas que las hojas jovenes.

Estas variaciones de resultados podrian atribuirse a las condiciones en las que se desarrollaron
las plantas. Por un lado, las hojas jovenes provienen de individuos cultivados en invernaculos,
bajo condiciones controladas de radiacion UV, temperatura y humedad, lo que implica una
menor exposicion a factores de estrés tanto bidticos como abioticos. En cambio, las plantas
adultas se desarrollaron a la intemperie, expuestas a fluctuaciones extremas de temperatura,
radiacion UV, contaminacion ambiental y presion bidtica (herbivoria y patégenos). La
relevancia de estos factores radica en que la biosintesis de saponinas esta fuertemente asociada
a mecanismos de defensa inducidos por estrés bidtico y abidtico, como se discutid
anteriormente, de esta forma las plantas desarrolladas en un ambiente mas hostil pueden haber
producido una mayor cantidad de saponinas como mecanismo de defensa frente al estrés biotico
y abiotico.

En consecuencia, para establecer comparaciones concluyentes sobre los rendimientos de
saponinas entre hojas jovenes y adultas, seria necesario evaluar a ambos grupos de plantas bajo
condiciones experimentales equivalentes.

En lo que respecta a los callos obtenidos a partir del cultivo in vitro en medio solido de plantas

jovenes de Q. brasiliensis, el rendimiento del extracto acuoso fue de 4,75 % del peso seco y no
fue posible detectar fracciones ricas en saponinas en los analisis realizados.
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Tabla 7: Rendimientos de saponinas obtenidos a partir de hojas jovenes y adultas de
Quillaja brasiliensis, asi como de callos cultivados in vitro derivados de hojas jovenes.

Muestra (g) | Extracto Rendimiento | Fracciones ricas | Rendimiento
acuoso extracto en saponinas fracciones
(mg) acuoso (mg) ricas en
liofilizado saponinas (%)
(%)
Hojas 74 9.700 12,7 QB 70-78: 2,4 0,0032
genotipo 1 QB 77-85: 5,1 0,0068
QB 85-91: 104 ]0,014
QB 92-99: 3.3 0,0044
Hojas 46 6.600 14,3 QB 69-73: 8,2 0,011
genotipo 2 QB 72-78: 6,8 0,0091
QB 78-88: 6,8 0,0091
QB 88-92: 2,5 0,0033
Hojas 100 10.400 10,4 QB 70: 51 0.051
adultas QB 80: 21 0.021
QB 90: 71 0.071
QB 100: 0 0
Callos 10 475 4,75 - -

39




5. Conclusiones

En este trabajo se logrd propagar exitosamente la especie Quillaja brasiliensis in vitro, lo que
constituye un avance significativo para el manejo y aprovechamiento sostenible de esta especie
como fuente de saponinas. Los resultados mostraron que Q.brasiliensis no es recalcitrante para
su cultivo in vitro, logrando resultados satisfactorios en las etapas de introduccion, propagacion
e induccidn de callos. En contraste, el crecimiento de células en suspension en medio liquido
no fue exitoso, lo que sugiere la necesidad de evaluar nuevos medios y condiciones como los
reportados recientemente.

La extraccion, purificacion y caracterizacion de saponinas a partir de hojas se llevaron a cabo
de forma exitosa, permitiendo obtener fracciones enriquecidas en estos metabolitos. Sin
embargo, los extractos derivados de callos, tras los procesos de extraccion y purificacion no
evidenciaron la presencia de saponinas.

En conjunto, los resultados obtenidos constituyen un primer paso hacia el desarrollo de una
estrategia sostenible para la produccion de saponinas a partir de Q. brasiliensis. No obstante,
sera necesario optimizar las condiciones de cultivo in vitro y profundizar en el estudio de las
rutas metabolicas involucradas, con el fin de incrementar los rendimientos y asegurar la
viabilidad de esta aproximacion biotecnologica.
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6. Perspectivas a futuro

Dado que los resultados obtenidos son preliminares y carecen de las repeticiones necesarias
para considerarlos concluyentes, un primer paso sera repetir los ensayos realizados aplicando
las correcciones metodologicas sugeridas, con el fin de optimizar el cultivo celular de Q.
brasiliensis

Una vez alcanzada esta optimizacion, sera posible avanzar hacia la caracterizacion y
cuantificacion de las saponinas producidas. La cuantificacion de saponinas totales podria
realizarse mediante el método colorimétrico de vainillina-acido perclérico utilizando QB-90
como estandar, seguido de un enriquecimiento de las fracciones mediante cromatografia de fase
solida (Sep-Pack C18) para obtener fracciones mdas puras. Estas fracciones podrian
caracterizarse inicialmente por TLC utilizando diferentes solventes de extraccion (acuoso,
etandlico y particion con butanol) y confirmadas por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con deteccion UV y ELSD, empleando estandares de QS-21. Asimismo, la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) permitiria establecer un
perfil mas detallado de las saponinas presentes.

Finalmente, como medida preliminar de seguridad se deberan realizar ensayos de actividad
hemolitica de forma de compararlos con Quil-A y extractos de hojas. Para medir su eficacia se
deberan realizar pruebas de actividad adyuvante en modelos animales de vacunacion evaluando
la capacidad de inducir diferentes subtipos de anticuerpos.

De este modo, el trabajo podria avanzar desde la caracterizacion quimica hacia la validacion

bioldgica, generando informacion relevante tanto para la optimizacion de la produccion in vitro
como para explorar aplicaciones biotecnologicas de las saponinas de Quillaja brasiliensis.
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