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RESUMEN

Diferentes especies de la familia Solanaceae (Datura, Hyoscyamus,
Brugmansia, etc) son estudiadas por la presencia de alcaloides del tropano, los
cuales actian sobre el sistema nervioso central (SNC), especialmente la
escopolamina e hiosciamina, por lo que son de gran importancia farmacéutica,
al servir en el tratamiento de multiples enfermedades y como materia prima
para la elaboracion de medicamentos taxol y cantotesina.

Esta investigacion se realizd con raices normales de Brugmansia candida
obtenidas y mantenidas en condiciones in vitro, que fueron elicitadas con L-
Arginina con el objetivo de evaluar su efecto como precursor en la produccién
de escopolamina. Las muestras fueron procesadas y la escopolamina fue
identificada y cuantificada por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) a
partir de cada uno de los extractos crudos alcaloidales obtenidos.

Cada conjunto de raices se desengraso y se extrajo por 3 horas en soxhlet.
Después, los extractos crudos se reconstituyeron en 1 mL de metanol grado
HPLC para la determinacién posterior de escopolamina por la técnica de HPLC,
gue se efectud por el método de estandar externo.

De los experimentos del control y los tres tratamientos realizados a
concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/L de L-Arginina en el medio de cultivo
de Schenk y Hilderandt, el tratamiento 3 (1000 mg/L de L-Arginina) presento la
mayor concentracion de escopolamina el dia 15 con 10.134 mg/g de
rendimiento y la mayor cantidad del mismo alcaloide en el dia 10 con 0.2652
mg.

Palabras Clave: HPLC, cultivo in vitro de raices, escopolamina, hiosciamina, L-
Arginina, metabolitos secundarios, Solanaceae, tropano alcaloides.
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ABSTRACT

Some species of the Solanaceae family (Datura, Hyoscyamus, Brugmansia,
etc) has been investigated for presence of tropane alkaloids for possessing
central nervous system (CNS) activities, mainly scopolamine and hyoscyamine,
because they have well established use in medicine in treatment of sickness
and they were pre-drug of medicaments.

This investigation use in vitro normal roots cultures of Brugmansia candida
elicitated with L-Arginine for scopolamine induction. Samples were treated and
scopolamine was identified and quantificated by high performance liquid
chromatography (HPLC) following the external standart method.

Roots were degreassed and after that was extracted in soxhlet equipment for 3
hours. The concentrated extracts were dissolved in a phosphate buffer at pH
6.0 to a volumen of 1.0 mL. After homogenization each simple was analysed by
HPLC.

Treatment 3 of all (control and three treatments to 10, 100 and 1000 mg/L of L-
Arginine in culture médium Schenk and Hildebrant (SH) (1972)) has better
concentration of scopolamine the 15 day with 10.13 mg/g and the better mass
of equal alkaloid the 10 day with 0.2652 mg.

Keywords: tropane alkaloids, HPLC, in vitro normal roots cultures,
scopolamine, hyoscyamine, L-Arginine, secondary metabolites.
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1. REVISION DE LA LITERATURA

1.1. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios (MS) estan presentes en todas las plantas
superiores, usualmente en una alta diversidad estructural (ver tabla 1). Como
regla general, un grupo simple de MS son los dominantes en un taxon dado. La
distribucion de MS en una planta dada es compleja, cambia en un tejido u
organo de una manera especifica y sus diferencias se pueden determinar en
diferentes estados de desarrollo de la planta a nivel individual o colectivo; por
ejemplo, los MS mas potentes estan presentes en o6rganos para la
supervivencia y la reproduccion. Los MS pueden estar en la planta en estado
activo o0 en caso contrario, estos pueden biosintetizarse mediante induccion
por heridas o infecciones (fitodlexinas) (Wink, 2003).

Una planta al ser un organismo sésil no puede correr cuando es atacado por
caracoles, insectos o herbivoros vertebrados y no cuenta con un sistema
inmune para defenderse cuando es atacado por bacterias, hongos o virus. Las
diferentes adaptaciones permiten explicar la existencia y diversidad de los MS;
por esta razdn, se acepta que desde los comienzos de la evolucion de las
Angiospermas hace cerca de 140 millones de afios, los herbivoros y microbios
siempre han estado presentes en la naturaleza y las plantas han desarrollado
estrategias de supervivencia contra ellos (Wink, 2003).

En comun con otros organismos sésiles, las plantas también han implementado
defensas quimicas para rechazar, inhibir o destruir a sus enemigos. Incluso
algunos insectos, frecuentemente coloreados, producen sus propias toxinas o
las toman de plantas huéspedes para su propia defensa. Existe gran evidencia
experimental que apoya el punto de vista de que muchos MS tales como
alcaloides, glucésidos cianogénicos, glucosinalatos, terpenos, saponinas,
taninos, antraquinonas y poliacetilenos son sustancias aleloquimicas. Estos
grupos de compuestos fitoquimicos representan adaptaciones de las plantas
gue han diversificado por seleccion natural durante la evolucién, con el fin de
protegerse contra virus, bacterias, hongos, plantas competitivas y sobre todo
contra herbivoros (Wink, 2003).

De acuerdo a Schulz y Baranska, (2007) los MS pueden ser de los siguientes
tipos:

» Compuestos fendlicos, comprenden los fenilpropanos y los flavonoides.
Los flavonoides se clasifican a su vez en flavonas, flavonoles,
flavanonas y antocianinas, chalconas y auronas.

» Terpenoides, son de formula general (CsHg), y se clasifican en
hemiterpenos (CsHg), monoterpenos (CioH16), sesquiterpenos (CisHzy),
diterpenos (CyoHsp), triterpenos (CagHas), tetraterpenos (CaoHes) VY
politerpenos (CsHg)n.

» Alcaloides, los cuales se dividen en alcaloides verdaderos,
protoalcaloides, pseudoalcaloides y alcaloides imperfectos (Arango,
2002).

» Poliacetileno.

Edwing J. Grajales G.
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> Nitrilos (RC==N), glucésidos cianogénicos que bajo hidrélisis libera
cianuro de hidrogeno (HCN).

Tabla 1 Diversidad estructural de los MS que actian como defensa en las
plantas (Wink, 2003).

NUmero de
Productos Ejemplos
Secundarios

Metabolitos
Secundarios

Con nitr6geno

. Alcaloides

. Aminoécidos no-
protéicos

. Aminas

. Glicésidos
Cianogénicos

S—Gluc
. Glucosinolatos m
NH AN

0—S0,

Sin nitrégeno

Monoterpenos

. Sesquiterpenos

Flavonoides

Policétidos

En algunas ocasiones las actividades de defensa y atraccion son presentadas
por el mismo grupo de compuestos; por ejemplo, las antocianinas y los
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monoterpenos puede servir de atrayentes en las flores para los insectos, pero
algunas veces actlan como insecticidas y agentes antimicrobianos (Wink,
2003).

Las funciones presentadas, como agentes de defensa quimica y compuestos
implicados en la polinizacion, son tipicas y no contradicen el papel principal de
los MS. Si una determinada propiedad puede presentar funciones multiples
valiosas (la produccion y almacenamiento de MS es energéticamente costoso),
es altamente probable que esta sea mantenida por seleccién natural en el
tiempo, sin importar que dicha propiedad tenga requerimientos energéticos
altos (Wink, 1999).

1.1.1. Propiedades Aleloquimicas de los Metabolitos Secundarios (MS)

Los aleloquimicos son MS que la planta utiliza para defenderse; por lo tanto,
son sustancias mediadoras de la actividad alelopética (Schmidt y Evans, 1990).

Los MS planos (regularmente sistemas tri- o tetra-ciclicos) y lipofilicos se
pueden intercalar en el ADN; por ejemplo, los alcaloides (emetina,
sanguinarina, berberina) o quinonas y varias furanocoumarinas; otros MS con
grupos funcionales reactivos pueden alcalinizar el ADN produciendo
perturbacion en la duplicacion y trascripcibn o su cambio en estructura; por
ejemplo, alcaloides pirrolidinicos (cicasina). También MS tales como quinonas,
furanocoumarinas, tiofenos, poliacetilenos y varias lactonas sesquiterpénicas
presentan sustituyentes quimicamente reactivos que pueden formar enlaces
covalentes con las proteinas y consecuentemente alterar su bioactividad (Wink,
2003).

Los MS que estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (fenoles,
terpenoides y saponinas) pueden afectar blancos moleculares en animales y
microbios de una manera mas especifica. Los taninos tienen un numero de
grupos que pueden formar multiples enlaces i6nicos y de hidrégeno con todo
tipo de proteinas (enzimas, transportadores, canales ionicos, receptores, etc.)
cambiando su conformacién una vez formado el complejo tanino-proteina,
perdiendo su actividad y funcion original. Los Terpenos lipofilicos (mono y
sesquiterpenos volatiles, etc.) son solubles en biomembranas; a altas
concentraciones, perturban el entorno de las proteinas y de esta manera
modifican su conformacion y bioactividad (Wink, 2003).

Las saponinas son compuestos anfipaticos que interactian fuertemente con
biomembranas. Ellas pueden formar poros en las mismas facilitando la pérdida
del contenido celular; la consecuencia general es un amplio efecto citotdxico o
antimicrobiano. Una perturbacion en la permeabilidad de la membrana puede
ser causada también por mono, sesqui y diterpenos lipofilicos si las
membranas son expuestas a altas concentraciones de ellos (Wink, 2003).

Los MS frecuentemente tienen mas de un grupo funcional, por consiguiente
presentan a menudo funciones y bioactividades multiples. Ademas, debido a
gue los MS estan presentes en mezclas complejas que contienen varios tipos

[ 3 )
| J . .
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estructurales, se garantiza una estrategia para interferir con mas de un blanco
molecular en herbivoros y microbios, logrando de esta manera proteger la
planta que los produce contra una amplia variedad de enemigos. Aun si la
interaccion de un MS es inespecifica y débil, la suma de todas las interacciones
produce un efecto sustancial que puede ser aditivo, exponencial o sinergistico
entre los diferentes componentes de la mezcla (Wink, 2003).

En conclusion, la evidencia experimental y circunstancial soporta la suposicion
de que muchos de los MS mas importantes, son vitales para la supervivencia
de la planta que los produce. Los MS deben por consiguiente, ser reconocidos
como parte de las propiedades adaptativas que han sido formadas vy
modificadas por seleccion natural durante la evolucion de las plantas. Esta
conclusién debe tener implicaciones para el uso de los MS considerados como
marcadores taxonomicos (Wink, 2003).

1.2. Familia Solanaceae

Las plantas de la familia Solanaceae son de importancia econémica en los
sectores agricola y farmacéutico. Esta familia comprende alrededor de 96
géneros y 3000 especies que muestran una distribucion cosmopolita, con su
centro de diversidad taxonomica en América del Sur (Harborne y Baxter, 1993).

Las plantas de la familia Solanaceae producen una amplia variedad de MS
tales como tropano, piridina, alcaloides esteroidales, ecdiesteroides,
sesquiterpenos, witanolidos, diterpenos y antraquinonas. En la familia, ciertos
grupos y geéneros estan bien caracterizados por la presencia o ausencia de
estos MS. Por consiguiente, la distribucion de MS ha sido usada para proponer
una clasificacion de la familia Solanaceae (Harborne y Baxter, 1993).

Los alcaloides del tropano, tales como hiosciamina, escopolamina (ver figura 1)
y otros ésteres de la tropina, constituye uno de los grupos mas distintivos de
MS de la familia Solanaceae. Muchas plantas que contienen estos alcaloides
han sido utilizadas desde tiempos inmemoriales por sus propiedades
medicinales, alucin6genas y venenosas (Wink, 2003).

Los alcaloides del tropano también han sido reportados en plantas de otras
familias diferentes a la Solanaceae, tales como: Brassicaceae, Convolvulaceae,
Erythroxylaceae, Euphorbiaceae, Proteaceae y Rhizophoraceae (Griffin y Lin,
2000).

En la familia Solanaceae los alcaloides del tropano fueron aislados en las
subfamilias Schizanthoideae, Solanoideae y Nicotianoideae. Estos alcaloides
son especialmente abundantes en ciertos grupos como Datureae,
Hyoscyameae y Mandragoreae y especialmente en los géneros Datura,
Brugmansia, Hyoscyamus, Atropa, Scopolia, Anisodus, Atropanthe,
Physochlaina, Mandragora, Anthotroche, Cyphantera y Duboisia. En
Physaleae, Solaneae y Solandeae solamente un namero limitado de taxones
produce alcaloides del tropano, los cuales estan completamente ausentes en

Edwing J. Grajales G.
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otros grupos y subfamilias; por ejemplo, Pentunioideae y Cestroideae (Wink,
2003).

/CH3 /CH3 /CH3 COOH
N N N
(Lo o n
Tropano Hiosciamina Escopolamina Cocaina

Figura 1 Algunos alcaloides del tropano

Los taxones que producen alcaloides del tropano no se agrupan en una sola
linea monofilética, sino que estan aparentemente inconexos (Wink, 2003).
Entre todos los miembros de los grupos Datureae, Hyoscyameae vy
Mandragoreae se producen alcaloides del tropano. En otros grupos, los
alcaloides del tropano estan presentes solamente en unos pocos miembros,
formandose de esta manera un rasgo distintivo.

Por otro lado, los alcaloides esteroidales son MS tipicos de las familias
Solanaceae, Buxaceae, Liliacea y Apocynaceae. Estos alcaloides son
caracteristicos de los géneros Solanum y Lycopersicon. Una ocurrencia muy
pequefia ha sido reportada en los géneros Lycianthes, Cyphomandra y
Cestrum (Harborne y Baxter, 1993).

Por su parte los alcaloides de la piridina, como la nicotina, son tipicos y los
mayores aleloquimicos del género Nicotiana, los cuales estan presentes en
todos sus miembros, constituye una caracteristica derivada y consistente para
éste grupo. La ocurrencia aislada de nicotina, generalmente como un
componente minoritario, ha sido reportada para unos pocos géneros de la
subfamilia Solanoideae los cuales no estan estrechamente relacionados con
los géneros de la subfamilia Nicotianoideae. Aparentemente la sola distribucion
de la nicotina no representa un buen marcador taxonémico para taxones que
no estan relacionados (Wink, 2003).

Los witanolidos son un grupo de lactonas esteroidales con propiedades
insecticidas fuertes que parecen estar restringidos a la familia Solanaceae;
ademas son tipicos para géneros del grupo Physaleae, aunque con ocurrencias
aisladas reportadas para Brugmansia (grupo Datureae), Hyoscyamus (grupo
Hyoscyameae), Lycium (grupo Lycieae), Jaborosa (grupo Jaboroseae),
Nicandra (grupo Nicandreaea) y Browallia (grupo Browallieae) (Hegnauer,
1990).

Al considerar la ocurrencia de los MS mas abundantes de la familia Solanaceae
se hace visible un modelo general. La distribucién de alcaloides tropanicos,
alcaloides esteroidales, nicotinicos y witanolidos esta muy a menudo excluida
mutuamente aunque estén distribuidos en grupos especificos. Estos productos

( |
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naturales son activos contra herbivoros y sirven como compuestos de defensa
guimica de las plantas que los producen; por consiguiente, dichos compuestos
constituyen una propiedad importante que representa las caracteristicas
adaptativas, pero usualmente con valor limitado como marcadores taxonémicos
(Schimmer y Wink, 1999).

De acuerdo a Griffin y Lin, (2000) la familia de Solanaceae tiene la siguiente
clasificacion taxonomica:

Reino: Plantae
Division: Sphonogama
Clase: Dicotiledonea
Subclase: Sympetaleae
Suborden. Solalineae
Familia. Solanaceae

1.3. El Género Brugmansia

Plantas del género Brugmansia se sabe que eran utilizadas desde tiempos
remotos como alucindgenas. Este empleo quiza provenga del conocimiento
gue se tenian de las Daturas y que fue traido a tierras americanas por los
protoindigenas mongoles a finales del periodo Paleolitico y durante el
Mesolitico. A medida que los primeros pobladores del continente americano
migraron hacia el sur, encontraron otras especies de Datura, especialmente en
México donde fueron utilizadas por los médicos-sacerdotes-brujos con fines
terapéuticos y ceremoniales. Durante la migracion de estas tribus hacia el sur
del continente americano, al llegar a los Andes reconocieron el parecido de las
Brugmansias con las Daturas y las utilizaron de manera similar (Arteaga et al.,
1993).

En Colombia las Brugmansias fueron usadas especialmente en las regiones
Andinas y Amazodnicas, como medicinas y alucinégenas. Es bien sabido que
los Chibchas usaron Brugmansia sanguinea en ceremonias religiosas en el
templo del sol para producir un estado de suefio y de inconsciencia a las
esposas y esclavos de los guerreros que morian, con el fin de enterrarlos vivos
con ellos (Arteaga et al., 1993).

Actualmente se conoce con el nombre de “Burundanga” un extracto obtenido
de especies de Brugmansia que crecen silvestres en la sabana de Bogot4,
utiizando como disolventes gasolina y que contienen principalmente
escopolamina. En ocasiones se utiliza el fruto seco y pulverizado adicionando a
la comida o bebida con fines delictivos (Arteaga et al., 1993).

B. candida es un miembro de la familia Solanaceae que produce alcaloides del
tropano, drogas que son extensivamente usadas en medicina, especialmente la
escopolamina y la hiosciamina. Estos alcaloides son empleados en el
tratamiento de espasmos gastrointestinales y particularmente en el caso de la
escopolamina como medicamento preoperativo y en la prevencion de
enfermedades (Pitta-Alvarez y Giulietti, 1995).
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B. candida es un hibrido natural entre B. aurea y B. versicolor la cual se
encuentra en territorio suramericano y es usada por diferentes tribus indigenas
con fines religiosos y por chamanes con diferentes propésitos (ver figura 2)
(Giulietti et al., 1993).

Figura 2 Flor de Brugmansia candida

1.4. Alcaloides

La era moderna de los productos naturales, en términos de elucidacion
estructural, emerge hace 150 afios, a mediados del siglo XIX, al proponer las
estructuras de los alcaloides de plantas. Los alcaloides fueron el mayor foco de
investigacion de la quimica organica en ese momento y se debieron desarrollar
métodos de extraccidon y separacion que dieran como resultado muestras
analiticamente puras. Por otra parte, investigadores de quimica organica de
Alemania e Inglaterra trabajaron en la sintesis de estos productos naturales
(Humphrey y O 'Hogan, 2001).

Los alcaloides son un grupo de MS dificiles de definir por su diversidad
estructural, pero a pesar de esto se consideran “compuestos organicos
heterociclicos que contienen nitrégeno”. La presencia de un atomo de nitrégeno
marca el caracter basico de un alcaloide, como lo sugiere su nombre (Pfister et
al., 2001); por lo tanto, son capaces de formar sales solubles; sin embrago, en
las vacuolas de las plantas, pueden encontrarse en estado libre, como sal o
como un N-6xido, formando depositos frecuentemente neutralizados con acidos
fendlicos en forma de acidos clorogénicos o cafeinicos (Julsing et al., 2006).
Los alcaloides también se pueden biosintetizarse en microorganismos y
organismos marinos, siguiendo rutas complejas (Deborah y Bruce, 2002).

Los alcaloides pueden ser clasificados en términos de su actividad bioldgica, su
estructura quimica, o de una manera mas aceptable en la actualidad, por su
origen biosintético. Basado en lo anterior son divididos comiunmente en grupos
superiores dependiendo de la piridina o aminoacido de origen en la biosintesis,
como se muestra en la tabla 2 (Julsing et al., 2006). Unos pocos son derivados

Edwing J. Grajales G.



UTP GB-PN

de las bases puricas vy pirimidicas y no de aminoacidos (Schulz y Baranska,
2007).

Tabla 2 Clasificacion de los alcaloides dependiendo del compuesto de origen
en la biosintesis (Julsing et al., 2006).

Estructura del
Compuesto de
Origen

Compuesto
de Origen

Grupo de Alcaloides

(Ejemplos) Referencia

HO

Ornitina oWNHZ

NH,»

Izquierdo et al.,
(2008)

HO

Benzilisoquinolinicos

Liscombe y

HO% Facchini, (2008)
NH, on

N

o

N

|

CHs

HO

Isoquinoléicos

Tirosina o™

HO

O
|
Triptoéfano o~ | % Luo et al.,
P N T (2005)

Quinoléicos

Piridina | A \\O Catozzi et al.,
- ~ (2008)
N CH3
Piridinicos

——
oo
| —
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Continuacioén de la tabla 2

HO

Lisina OMNHZ

NH,

HOw. Yin et al.,
HO . (2008);
H Fuhshuko y

N

I s .

0 Mori, (2007)
Quinolizidinicos  Piperidinicos

Los alcaloides también se clasifican por la estructura del anillo heterociclico, y
la ubicacion del atomo de nitrégeno en el anillo, de la cual resultan siete
categorias de alcaloides: de la pirrolidina, quinolizidina, indolizidina,
diterpenoides, piperidina, piridina y esteroidales. La estructura del anillo es
importante porque especifica las caracteristicas que son responsables de la
actividad biolégica de los compuestos individuales (Pfister et al., 2001).

Los alcaloides son por lo general de bajo peso molecular, los cuales se
encuentran en cerca del 20% de todas las especies de plantas, muchas de
ellas pertenecientes a las dicotiledéneas (Pfister et al., 2001). Esta diversidad
de grupos implica muchos metabolitos bioactivos de los aproximadamente
12,000 (ver la tabla 1) compuestos alcaloides conocidos actualmente (Yazaki,
2006); esto los hace un grupo fascinante y extenso de MS. Algunos alcaloides
poseen una estructura muy similar a la de neurotransmisores tales como la
acetilcolina, dopamina y serotonina. Esta similaridad estructural explica
parcialmente la actividad de algunos alcaloides sobre el Sistema Nervioso
Central (SNC) (Pfister et al., 2001).

Muchos alcaloides presentan importantes actividades biolégicas vy
farmacologicas, algunos poseen actividades mas potentes, por lo que juegan
un papel importante en la preparacion de medicamentos ampliamente usados
en el tratamiento de diversas enfermedades. Se puede incluir el famoso
alcaloide citotéxico bisindolina, el diterpenoide taxol, el analgésico morfina, los
espasmoliticos tubocurarina y papaverina, los agentes vasodilatadores
vincamina y ajmalicina, la emetina con su actividad emética, el antitusivo
codeina, la galantamina usada en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer vy los alcaloides antiarritmicos funuidina y ajmalina (Stdckigt et al.,
2002).

El uso de los alcaloides en medicina ha generado un mercado mundial de $ 4
billones de délares anuales (Julsing et al., 2006) debido a efectos como:

Midriasis

Vaso constriccidon de los vasos capilares
Relajamiento del tubo digestivo

Una accion sedativa del SNC con efecto hipnético
Agentes anticolinérgicos

YVVYVYVYV
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Muchos efectos de los alcaloides son perjudiciales, un ejemplo de ello lo
constituyen una variedad de plantas que contienen alcaloides (de la familia
Liliaceae de las monocotiledéneas), que son mas venenosas para el ganado,
que cualquier otra clase de plantas (Pfister et al., 2001). Otro ejemplo, lo
constituyen las plantas pertenecientes al género Datura de la familia
Solanaceae, que son a veces perjudiciales, interfiriendo con la produccion de
mas de 40 tipos de cultivos en cerca de 100 paises. En los Estados Unidos
estas plantas son un serio problema para los cultivos de soya (Deng, 2005).

Especificamente, Datura stramonium (Jimsonweed) esta incluida entre las diez
plantas que mas afectan negativamente el costo de produccion de las
cosechas. D. stramonium es también una de las plantas més narcéticas y
venenosas del mundo. Todas las partes anatomicas de esta especie pueden
ser muy venenosas para animales y humanos. La toxicidad de esta planta se
debe a la presencia de los alcaloides del tropano (atropina, hiosciamina y
escopolamina); los cuales contienen un atomo de nitrégeno metilado (N-CHs,
ver figura 1) y son drogas anticolinérgicas (Deng, 2005).

1.4.1 Alcaloides del Tropano

Los alcaloides del tropano tales como la hiosciamina y escopolamina,
encontrados inicialmente en Henbane (Hyoscyamus niger, Solanaceae) y
Mandragora (Mandragora officinarum, Solanaceae) respectivamente, fueron
usados en la edad media como alucindgenos. Estos alcaloides presentan como
caracteristica una fuerte accion midriatica. La atropina causa la dilatacion de
las pupilas a una concentracion de 1 en 130.000 partes de agua por lo que es
usada en oftalmologia. Durante el renacimiento las jovenes se aplicaban gotas
de extracto de belladona (Atropa belladona) en sus ojos para hacerse mas
atractivas (Humprey y O'Hogan, 2001).

La cocaina (ver figura 1) fue aislada de las hojas de Erythroxylon coca. Esta
planta fue conocida por sus propiedades anestésicas y estimulantes del SNC y
por mejorar la resistencia fisica. Estas propiedades popularizaron ampliamente
la droga y fue utilizada en Europa en varios tratamientos médicos, antes que se
descubrieran las propiedades adictivas de este alcaloide (Humprey y O'Hogan,
2001).

El nimero de alcaloides del tropano conocidos provenientes de fuentes
naturales excede los 200, han sido aislados de muchas familias diferentes de
plantas  (Solanaceae, Erythroxylaceae, Convolvulaceae, Proteaceae,
Rhizophoraceae, Brassicaceae y Euphorbiaceae) y comprenden los tropano
mono, di y triésteres carboxilados y benzoilados. Muchos alcaloides del tropano
tienen varios nombres en comuan; por ejemplo, Hioscina (escopolamina) o 6p3-
hidroxihiosciamina (anisodamina). La mezcla racémica de (R, S)-hiosciamina
recibe por nombre, atropina. Esto genera complicaciones en los reportes de
evaluacién sobre analisis de alcaloides del tropano (Drager, 2002).
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Muchos alcaloides del tropano son compuestos quirales. Frecuentemente la
quiralidad es introducida por el acido trépico o por la presencia de ecgonina.
Solamente la forma R del &cido tropico se encuentra en forma natural en los
alcaloides del tropano; sin embargo, en la extraccion con soluciones basicas
ocurre racemizacion (Drager, 2002).

Los alcaloides del tropano han sido establecidos como drogas para
tratamientos médicos, desde hace muchos afios. Estos alcaloides del tropano
son obtenidos principalmente de la familia Solanaceae, en especies como
Atropa belladona, Hyoscyamus niger y Datura stramonium (Drager, 2006).

Después que los alcaloides fueron detectados como constituyentes quimicos
de las plantas y llamados como tal, muchos esfuerzos por proveer estos
compuestos puros para usos medicinales han sido realizados. La “atropina” fue
definida como una mezcla racémica del enantidmero (S)-hiosciamina, el cual se
encuentra naturalmente en las plantas y posee actividad farmacoldgica alta, en
contraste con su enantiomero (R)-hiosciamina, el cual se forma durante el
proceso extractivo y es farmacoldégicamente inactivo. La escopolamina fue
detectada de manera individual en la especie Scopolia atropoides, tiempo
después se comprobd que era idéntica al compuesto llamado hioscina que fue
separado de la hiosciamina en el extracto de Hyoscyamus muticos (Drager,
2006).

Hoy en dia los alcaloides del tropano de la familia Solanaceae son extraidos de
los cultivos de Duboisia en su mayor parte hibridos de D. leichhardtii y D.
myporoides, nativas de Australia. Las especies del género Duoboisia crecen
como arboles perennes y los hibridos cultivados pueden contener mas del 4%
de alcaloides (base seca) en sus hojas, siendo la escopolamina el alcaloide
mayoritario. EI consumo mundial de la escopolamina dobla varias veces el
consumo de la hiosciamina; esto se debe, a que la escopolamina es usada
principalmente como materia prima para la semisintesis de varias drogas
importantes (Drager, 2006).

La atropina se aplica como inyeccion en intervenciones quirdrgicas, también se
utiliza para combatir los célicos en el sistema digestivo y como antidoto contra
intoxicacién con insecticidas organofosforados. La escopolamina es usada
contra enfermedades, en forma de una cinta adhesiva fijada detras de la oreja,
desde la cual se libera por varias horas. La escopolamina en la forma de N-
butil-hidrobromida se usa contra espasmos de la vejiga, del intestino o de la
vesicula biliar por aplicacion oral. La escopolamina tiene la ventaja de no tener
efectos colaterales en el SNC, por lo que sus derivados son usados como
drogas anticolinérgicas que son inhaladas para prevenir el asma.
Investigaciones recientes sobre derivados del tropano han permitido aislar
compuestos nuevos, como el triotropiumbromida, que es un derivado
semisintético de la escopolamina, el cual es utilizado especificamente para el
tratamiento de la enfermedad de obstruccién pulmonar crénica (Dréager, 2006).

En los ultimos 15 afios, se ha descubierto un nuevo grupo de alcaloides nor-
tropanicos en la familia Solanaceae conocidos como calistegeninas (ver tabla
3), los cuales poseen de tres a cinco grupos hidroxilo en varias posiciones que
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los hace altamente solubles en agua. Basados en el anillo biciclico nortropano,
se asume que las calistegeninas se forman a partir de las rutas biosintéticas de
los alcaloides del tropano; ademas, estos compuestos han sido encontrados en
extractos de alcaloides del tropano de plantas pertenecientes a la familia
Solanaceae. Procedimientos de extraccion y purificacién especificos, deben ser
desarrollados para el analisis de estos alcaloides tropanicos polihidréxilados
(Dréager, 2006).

Tabla 3 Calistegeninas encontrados en plantas de la familia Solanaceae

Estructura Referencia
HN

Calistegenina A3 HO&
OH

OH
HN

Calistegenina As HOQH Drager, 2006

horN
Calistegenina B; HO

OH
OH

O

1.4.1.1. Biosintesis de los Alcaloides del Tropano

La diversidad estructural de los alcaloides ha forzado a concentrarse en la
elucidacion de las rutas biosintéticas durante las dltimas décadas. En la
actualidad existen los primeros ejemplos de enzimas que catalizan los multiples
pasos de las rutas biosintéticas. De esta manera, se han realizado estudios
exitosos en genética molecular sobre formacion de alcaloides, incluyendo los
primeros ejemplos de expresiones heterdlogas de las enzimas que catalizan el
metabolismo de los alcaloides (Stockigt et al., 2002).

Los efectos ya mencionados de los alcaloides del tropano como
anticolinérgicos, antieméticos, parasimpatoliticos y agentes anestésicos han
generado un interés considerable desde hace algun tiempo sobre las rutas
biosintéticas que siguen los alcaloides del tropano. En particular, ha sido
demostrado que el lugar de la biosintesis de estos alcaloides es la raiz, de
donde son translocados a las partes aéreas de la planta (Jordan et al., 2006).

El conocimiento actual de las rutas biosintéticas de los alcaloides del tropano,
se resumen en la figura 3. La estructura del tropano de estos alcaloides permite
inferir que el anillo pirrolidina proviene del aminoacido ornitina o arginina a
través de la accion de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) o arginina
descarboxilasa (ADC), respectivamente. Ornitina y arginina son precursoras de
las poliaminas: putrescina, espermidina y espermina (Sato et al., 2001). Las
poliaminas juegan un papel critico en el desarrollo vegetal, regulando la division
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celular en las plantas. Aunque tanto ornitina como arginina, pueden ser
metabolizadas a putrescina, evidencias recientes sugieren que la arginina
participa en mayor proporcion en la formacién de putrescina en la ruta
biosintética de los alcaloides del tropano (Deng, 2005).

Ornitina

Arginina
NH
HOOC RN Hooc” "NH, NH—I\
¢ OoDC + ADC
Putrescina -
(@) -
HoN NH, H,N NH——Q HoN NH
: -~ NH, NH,
PMT N-Carbamilputrescina Agmatina
N-Metil-putrescina
HoN NH—CH,
DAO
Higrina H2'\|‘
4-Amino-butanal
CHO OCHZ_CO_CH3 @CHZ—CH'COOH
NH—CH, N Fenilalanina

I
CH CH ﬂ
/ s o
N
o]
_—
fcpmena @CHZ—QH-COOH

Acido fenipiruvico
TR-II TR-I
Catioén 1-Metil-A -pirrolinium

OH

I
CHZ—HC—COOH
Acido fenilactico

W-Tropina Tropma /

/CH3
N

@CHZ—?H—CO—O

HO
Litorina

}

CH3

@ 5% S

CHCOO CHCOO<_ CHCOO

H C——-OH HzC -OH H C OH

Escopolamina 6B-hidroxi-hiosciamina Hiosciamina

Figura 3 Ruta biosintética propuesta para los alcaloides del tropano. ADC,
arginina descarboxilasa; ODC, ornitina descarboxilasa;, PMT, putrescina N-
metiltransferasa; DAO, diamina oxidasa; TR, tropinona reductasa; y HG6H,
hiosciamina 6p3-hidroxilasa (Deng, 2005)
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La putrecscina N-metiltransferasa (PMT) es la primera enzima que maneja el
flujo de nitrégeno en una etapa temprana de la biosintesis. Subsecuentemente
la N-metilputrescina es deaminada por la diamina oxidasa (DAO) a 4-
aminobutanal, el cual sufre ciclacion espontanea para formar el cation reactivo
N-metil- A *-pirrolinium (Deng, 2005).

El cation N-metil-A'-pirrolinium se condensa con el &cido acetoacético para
producir higrina como precursor del anillo del tropano. La tropinona es el primer
intermediario con anillo del tropano. La litorina es producida por la
condensacion de la tropina y el intermediario fenilalanina, del cual se deriva el
acido tropico. El reordenamiento del esqueleto carbonado de la litorina a
escopolamina es estimulado por la S-adenosilmetiona. La enzima hiosciamina
6p-hidroxilasa (H6H) es responsable por la conversion de hiosciamina a
6p—hidroxihiosciamina y la subsiguiente epoxidacién a escopolamina por medio
de la remocion del hidrogeno de la posicién 7 (Deng, 2005).

1.4.1.2. Extraccion de Alcaloides del Tropano

Para muchos alcaloides el procedimiento de extraccion (ver figura 4) esta
basado en la solubilidad de la sal de los alcaloides en comparacion de las
bases libres. Todos los alcaloides del tropano, excepto apoatropina y cocaina,
se solubilizan en agua facilmente a pH bajo, lo cual permite una extracciéon
selectiva con agua acidulada. Un extracto acuoso acido debe ser basificado
para obtener los alcaloides en forma de bases libres para su extraccién con un
solvente organico no miscible en agua.

El uso excesivo de alcali es perjudicial en los procesos extractivos de los
alcaloides con grupos funcionales éster (hiosciamina, escoplamina y los
esteres acetil) puesto que pueden ser hidrolizados y modificados
estructuralmente. Si se utiliza la extraccion liquido-liquido, se debe extraer
rapidamente de la muestra basificada o alcalinizar moderadamente la solucion
con carbonato de sodio o amoniaco (Drager, 2002). En la figura 4 se presenta
un esquema basico general de extraccion de alcaloides del tropano (Jordan et
al., 2006).

1.4.1.3. Analisis de Alcaloides del Tropano

1.4.1.3.1. Cuantificacién de Alcaloides del Tropano por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

Las propiedades quimicas de compuestos individuales, tales como la constante
de disociacion (ver tabla 4), estereoquimica y datos espectroscopicos, son
caracteristicas Utiles para el desarrollo de separaciones cromatograficas
(Dréager, 2002).
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l FPesar de 200 a 500mg de Material vegetal seco y molido '

Extraer con una mezcla de CHCla:Me OH: MH;z (152:15:1, w/), 10mL por 100mg de
rnuestra, par 10min con sonicacidn y dejado a temperatura ambente por 1h

Lavar con 2 mL de CHCIz)x2

Filtrar al vacio con Buchner utilizando
papel filtro Whatman Mo B

Extracto

Filtrar al vacio con Buchner
utilizando papel filtra YWhatman Ma B

Filtrado &

Filtrado B |,

:
Marco

Rotaevaporar a 45°C a sequedad

Adicionar 2 mL de Hy S04 1M '

Eliminar

Fase acuosa '

Llevar el pH a 10 con MH; concentrado (25%)

Extraer los alcaloides con CHCls (1 wes con 2mL y
Zveces con 1mlL)

H

Fase arganica

Recuperar
solvente

Fase acuosa
Eliminar

Fases organicas

Adicionar Maz=3 04 anhidro y filtrar

Evaporar a sequedad (extracto cruda
de alcaloides)

Analizar por HPLC

Figura 4 Procedimiento basico para la extraccion de alcaloides del tropano

(Jordan et al., 2006)
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Tabla 4 Constantes y propiedades fisicas de algunos alcaloides del tropano
(Drager, 2002)

Masa Constante de Solubilidad® Punto de fusion

Alcaloide SO
molecular disociacion (°C)

H>O, ms pH 4,
s pH 8, mps 258nm (ac.
pH 10, EtOH y diluido)
CHC|3, ms

Hiosciamina

H>O, ms pH 4,
s pH 8, mps
pH 10, EtOH y
CHCI3, MS

(R)-Litorina

H>O, ms pH 4,
(S)-Escopolamina= ps pH 7, mps 59 257nm (&c.
Hioscina pH 10, EtOH, (monohidratada) diluido)
éter, CHCIz ms

(S)-Escopolamina 258nm

hidrobromada H,O, EtOH ms | 197 (trihidratada)

(MeOH)
CHCl3, éter,
EtOH ms, H,O 233nm (&c.
ps pH 4, mps diluido)
pH 10

(2R,3S)-Cocaina

Tropina H>0O ms pH 10 63
Liguido a
temperatura
ambiente

. H>O ms pH 8,
Higrina s pH 10
H>O ms pH 8,
Tropinona s pH 10, 42
MeOH MS

'ms, muy soluble > 1M; s, soluble, 0.1M > 1M; ps, soluble, 0.01M > 0.1M; mps, soluble, <
0.01M

El primer reporte sobre cuantificacion de alcaloides del tropano a partir de
muestras de plantas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) fue
publicada en 1985. Se empled una columna de silica gel microparticulada (5
um) y una fase movil que consistia de tetrahidrofurano al 1% de amoniaco.
Para la Atropa belladona y Datura stramonium se determinaron los contenidos
de escopolamina e hiosciamina en raices, hojas y frutos; ademas, se evalué el
contenido de alcaloides de una variedad de hojas del género Datura. El interés
en la biosintesis de los alcaloides del tropano guié al desarrollo de métodos de
HPLC sensibles. Algunas de estas condiciones se muestran en la tabla 5
(Drager, 2002).

Plank et al., (1986) usaron para la separacion de escopolamina e hiosciamina
de las hojas de Datura innoxia, una columna de RP-18 (Fase reversa de
octadecilsilano) (5 um, 25 cm x 4 mm) usando como eluente Buffer de fosfato
(pH 7.25, fosfato de trietilamonio 0.2% con agua como solvente)-metanol
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(40:60). La separacion fue monitoreada a 204 nm y los alcaloides fueron
determinados con un limite de deteccion de 1 ug/mL.

Tabla 5 Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de alcaloides del
tropano por HPLC

Flujo,
Tiempo
de
analisis

Temperatura  Volumen
Columna Detector de la de
columna inyeccién

Fase movil Referencia

B (CH3CN-H20)
Desolvatacion 10%:90%

RP-C18 996 = 400°C 0.2 Steenkamp
150mmX2.1mm PDA, Bloque de mL/min, AL LA i etal.,

1 _ " CH3COONHq4,
5um ZMD fli(;%t?c— 20 min pH=10.5 ajustado (2004)

con NH3(25%)?
C18 0.8 Thedoridis

15cmX4.6mm UV, 210 Ambiente mL7min, Acetonitrilo-0.05 et al.,
nm CH3;COOH (2003)

5 um 10 min
MeCN:Agua, 5:95,
cambiados en un
gradiente de Zanolari et
elucion cada 5 al., (2003)
min hasa llegar a
100:0
40% metanol(v/v)
C18 con 0.2%(v/v) de
250mmX4.6mm Ambiente buffer de acido
5 um fosférico a pH 7.5
con trietilamina

C18 1
125mmX4.6mm Ambiente mL/min,
5um 34 min

Tiburcio et
al., (1985)

C18
250mmX4.6mm
5 um

uv, 215 Acetonitrilo:Buffer® Gallego et
nm 15:85 al., (2003)

1zMD spray mass selective detector.

210%, acetonitrilo; 90%, agua conteniendo 10 mM de acetato de amonio y pH ajustado a 10.5
con amoniaco (25%) seguido por un gradiente lineal hasta llegar a una solucién de 80% de
acetonitrilo y 20% de agua.

3Buffer de fosfato de potasio 50mM a pH 3.0 con acido fosforico.

1.4.1.3.2. Cromatografia de Gases

El método de cromatografia de gases (CG) es usado frecuentemente para el
analisis de alcaloides del tropano (Mroczek et al., 2006) en cultivo de raices
transformadas y no transformadas de la familia Solanaceae que acumulan
cantidades considerables de hiosciamina y escopolamina (Steenkamp, 2004).
Principalmente se emplea la CG acoplada con espectroscopia de masas (EM)
para separar e identificar los precursores marcados isotopicamente empleados
para estudiar las rutas biosentéticas de los alcaloides en los cultivos de tejidos
objeto de estudio (Drager, 2002).

Para la CG se usan detectores de ionizacion de llama (FID), de fosforo-
nitréogeno (NPD) y captura de electrones (ECD). Los detectores NPD tienen la
mejor sensibilidad y selectividad para compuestos que tienen nitrégeno y
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fésforo aunque puede presentar inconvenientes en la determinacion de pureza
de la muestra (Drager, 2002).

El problema principal de la CG es la derivatizacion de la muestra lo cual es
tedioso. Por esta razén el método de HPLC es la primera opcion para el
analisis de alcaloides del tropano (Mroczek et al., 2006).

1.4.1.3.3. Cromatografia de Capa Delgada

La cromatografia de capa delgada (CCD) se usa para evaluacion preliminar del
extracto de alcaloides (Molyneux et al., 2002). Las fases estacionarias
utilizadas para la caracterizacion de alcaloides son silica gel o alumina (fase
normal) (Molyneux et al., 2002) y se usan en fases moviles solventes como
cloroformo (CHCI3), acetona (CH3COCHj3), acetato de etilo (CH3COOC;Hs) con
alcoholes como metanol, propanol y butanol para ajustar la polaridad y
dietilamina o amoniaco para definir las bandas (McCalley, 2002).

Una de las mayores ventajas de la CCD es el uso de reveladores especificos
gue producen colores definidos facilitando el analisis cualitativo basado en el
factor de retardo (Ry); ademas, se pueden hacer andlisis en dos dimensiones
gue permite separar compuestos pobremente definidos en una primera elucién,
en una segunda etapa (McCalley, 2002).

De acuerdo a Dréager, (2002) para analizar alcaloides del tropano por diferentes
técnicas como cromatografia de gases - espectroscopia de masas (CG-EM),
Cromatografia liquida de alta eficiencia - espectroscopia de masas (HPLC-EM)
y electroforesis capilar — deteccion ultravioleta (EC-UV) se debe tener en
cuenta lo siguiente:

e Composicion de la mezcla de alcaloides del tropano y la estructura de
los compuestos que se analizaran.

e La cantidad de muestra disponible.

e La composicion total de la muestra.

e Lademanda de precision y sensibilidad.

1.5. Adicién de Precursores

En cultivo de tejidos in vitro, la adicibn al medio de cultivo de precursores
apropiados o compuestos relacionados, estimula algunas veces la produccién
de los MS (Gontier et al., 2002). Esta ventaja puede ser aprovechada si el
precursor no es costoso. Los estudios iniciales que examinaron la produccion
de alcaloides con esta alternativa en los afios sesenta se han realizado para
examinar la produccion de alcaloides por este método. Por ejemplo, varios
aminoacidos han sido adicionados a medios de cultivo de células en
suspension, debido a que se sabe que ellos son precursores de los alcaloides
del tropano e inddlicos, con algunos resultados interesantes.

Gontier et al., (2002) adicionaron a callos de Datura innoxia precursores
combinado con la permeabilizacion de la membrana con tween 20 para la
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liberacion al medio de cultivo de hiosciamina y escopolamina. En éste trabajo
los cultivos de callos tratadas con 3 % de tween 20 y 1 g/L de fenilalanina y
ornitina produjo mas escopolamina e hiosciamina (31.7 £ 19 mg/L) que las
tratadas con 3% de tween 20 (17.4 £ 6 mg/L) y los controles (2.3 £ 0.7 mg/L).

En otro estudio realizado por Rothe et al.,, (2001) para la produccion de
calistegeninas; se elicito el cultivo de raices de Atropa belladona con
quitosanas, pero no indujo una produccion alta de estos alcaloides. Incluso los
contenidos de hiosciamina permanecieron similares a los de las raices del
control después de un periodo de 6 dias de exposicidon a las quitosanas (la
biosintesis de hiosciamina y calistegeninas siguen las mismas rutas sintéticas
de los alcaloides del tropano).

Generalmente, los pasos biosintéticos de aminoacidos a alcaloides son muy
complicados y muchas veces se duda, si el aminoacido adicionado es
incorporado directamente a la sintesis del alcaloide. Es posible que la adicion
de precursores no solo afecte la biosintesis de los alcaloides, sino que también
estan implicados en otras rutas metabdlicas a nivel celular (Robins et al., 1990).

Otra forma de incrementar la produccion de alcaloides, es mediante la
elicitacion con bacterias. Las raices cultivadas in vitro de Scopolia parviflora
(Solanaceae) y elicitadas con Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y
Staphylococcus aureus, permitieron determinar que las cepas Gram-positivas
maximizaron la produccion de escopolamina, después de 12 horas de
exposicion. En particular S. aureus aumentd la produccion de escopolamina
mas de 2.8 veces comparadas con el control sobre el mismo periodo de tiempo
(Jung et al., 2003).

La elicitacion de raices adventicias de Scopolia parviflora con S. aureus en un
biorreactor a escala de columna pequefa, incrementd la produccion de
escopolamina; por el contrario, la hiosciamina fue inhibida moderadamente. El
contenido de escopolamina incremento a las 72 horas y logré una produccién
maxima de 25.7 mg/g en base seca, el cual fue 9.9 veces mas alta que el
control (Min et al., 2007).

1.6. Obtencion de Metabolitos Secundarios a Través de la Técnica de
Cultivos In Vitro

El cultivo in vitro es una de las herramientas mas utiles de la biotecnologia
vegetal que explota la totipotencia natural de las células de las plantas,
concepto demostrado por primera vez por F. C. Steward (Rout et al., 2006). El
cultivo de tejidos es alternativamente llamado cultivo de células, de tejidos y
organos en condiciones in vitro. Estos cultivos in vitro pueden ser empleados
para la propagacion de clones libres de enfermedades para su conservacion
Optima, debido a que se exponen a condiciones de crecimiento controladas
como:

» Humedad
» Pobre intercambio gaseoso
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» Disponibilidad de nutrientes organicos e inorganicos
» Reguladores de crecimiento
» Carbdn activado

La industria ornamental ha aprovechado inmensamente la propagacion in vitro
para la multiplicacion a gran escala de variedad de plantas; por lo tanto, han
surgido alrededor del mundo cientos de laboratorios de cultivos de tejidos de
plantas, especialmente en los paises en via de desarrollo debido a los bajos
costos de produccion. Sin embargo, la tecnologia de micropropagacion es mas
costosa que los métodos de propagacion convencionales, y el costo por unidad
de planta se eleva obligando a adoptar estrategias para disminuir los costos de
produccion y por ende del material vegetal (Rout et al., 2006).

La ventaja del desarrollo de cultivos de células y la ingenieria molecular de
plantas es la produccién de compuestos importantes para el hombre sin
contaminacion ni limitaciones econdmicas. Los cultivos de células y 6rganos de
plantas ofrecen una alternativa promisoria para la produccion de sustancias
debido a la capacidad de las células vegetales para biosintetizar MS in vitro. El
cultivo de células es también conveniente en cuanto a que los metabolitos
objetivo son obtenidos al controlar las condiciones del cultivo independiente de
los cambios climéticos y condiciones ambientales. En consecuencia, los
productos estan exentos de la accidén de los insectos y microorganismos como
no lo estarian en el campo (Sato et al., 2001).

Los alcaloides del tropano (escopolamina e hiosciamina) son agentes
anticolinérgicos empleados en medicina. Obtenerlos mediante sintesis quimica
es dificil y costoso. Estos compuestos son extraidos de plantas pertenecientes
a varias especies de la familia Solanaceae, obteniendo ambas sustancias a
través de técnicas agroindustriales. El cultivo in vitro es una alternativa
interesante, desde la cual se garantiza un abastecimiento estable y uniforme
durante el ciclo de vida de la planta, independiente de las variaciones
estacionales y su medio circundante (Spollansky et al., 2000). Se han realizado
muchos esfuerzos para desarrollar métodos econémicamente viables para la
obtencion de alcaloides del tropano, mediante la técnica de cultivo de células.
Los principales esfuerzos de la industria estan orientados a la preparacion de
hiosciamina y escopolamina (Jordan et al., 2006).

Los cultivos in vitro son una alternativa potencial para la siembra masiva de
plantas con el objetivo de obtener extractos crudos de drogas comerciales.
Yamada et al., (1984) report6 la producciéon de alcaloides en cultivo de raices
de tres especies del genero Duboisia; a si mismo, Sipply et al., (1975) reporté
la produccion de alcaloides del tropano en cultivo de callos de Duboisia
myporoides. La produccion de estos alcaloides (del tropano) mediante técnicas
de cultivos in vitro es el centro de muchas investigaciones, utilizando
principalmente raices transformadas de especies de géneros como Atropa,
Brugmansia, Datura, Duboisia, e Hyoscyamus (Hashimoto et al., 1993).

Tanto escopolamina como hiosciamina son sintetizados en las raices de la
planta, consecuentemente el cultivo de raices normal y transformada es la via
mas apropiada para producirlos. El Ultimo sistema tiene varias ventajas, como
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su alta velocidad de crecimiento, estabilidad genética y patron de produccién
gue son similares a las plantas in vivo (Spollansky et al., 2000).

Muchos de los trabajos recientes sobre el origen biosintetico de algunos
compuestos, como escopolamina e hiosciamina, han utilizado el cultivo de
raices transformadas como material de experimentacion. Estos cultivos son
generados por infeccion de explantes (hojas o tallos) estériles de plantas
productoras de los compuestos de interés, heridos ligeramente en su
superficie, e inoculados con una suspension de Agrobacterium rizogenesis. La
bacteria inserta en las células de las plantas una seccion corta de ADN (Ri-
ADN) el cual estimula la divisién celular causando la formacion descontrolada
de la raiz; las raices emergentes pueden ser removidas, tratadas con
antibidticos para eliminar las bacterias de A. rizogenesis innecesarias y seguir
cultivandolas en un medio liquido nutritivo y estéril. Las raices transformadas
son subcultivadas en medio fresco cada dos o tres semanas (O’Hogan y
Robins, 1998).

De acuerdo a O’Hogan y Robins, (1998) el uso de Agrobacterium rizogenesis
ofrece muchas ventajas, entre ellas se tienen:

e Material vegetal genéticamente idéntico puede ser generado en grandes
cantidades después de la infeccién con Agrobacterium rizogenesis.

e Las raices crecen a una velocidad constante.

e Los experimentos son conducidos en condiciones aseépticas.

e Los precursores pueden ser adicionados facilmente y la absorcion por el
tejido puede ser monitoreado directamente. Se pueden realizar multiples
adiciones.

e Los experimentos pueden ser realizados sobre pequeiias cantidades de
material, permitiendo un ahorro considerable de las cantidades
requeridas de precursores marcados.

¢ Muchas incorporaciones especificas se pueden seguir al realizar analisis
por CG-EM y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con resultados
confiables.

El cultivo de raices no puede ser realizado con todo tipo de plantas o tejidos. La
escopolamina en D. stramonium se encuentra como mayor producto en las
hojas y al realizar un cultivo de raices solo se detectaria éste alcaloide en
cantidades trazas (O’Hogan y Robins, 1998).

En otras especies, tales como Hyoscyamus e hibridos de Brugmansia, la
escopolamina se acumula en las raices como el alcaloide mas abundante.
Entonces un requisito clave para el uso de cultivo de raices transformadas, es
gue en dicho tejido ocurra la biosintesis del compuesto de interés para la planta
(O’Hogan y Robins, 1998).
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2. JUSTIFICACION

Hiosciamina y escopolamina son alcaloides del tropano medicinalmente
importantes, debido a que poseen actividades anticolinérgicas sobre el Sistema
Nervioso Central (SNC). Estos alcaloides tienen bien establecido su uso en
diferentes areas de la medicina (oftalmologia, cardiologia, gastroenterologia,
etc.). Estas sustancias son sintetizadas por varios géeneros de la familia
Solanaceae: Atropa, Datura, Duboisia, Hyoscyamus y Scopolia. Industrialmente
los alcaloides son producidos exclusivamente por plantas y su demanda
aumenta constantemente (Kursinszki et al., 2005) por lo que en medicina han
generado un mercado mundial de $ 4 billones de ddlares anuales (Julsing et
al., 2006).

El mercado mundial de los alcaloides se justifica si tenemos en cuenta que
sustancias como la escopolamina se utilizan con éxito desde principios del siglo
XX. El famoso Neurdlogo Charles Loomis Dana utilizé dicha sustancia desde
principios de la década de 1920 para el tratamiento de encefalitis letargica y
Parkinson (Kroker, 2004); ademas, la escopolamina fue la primera de una serie
de drogas en ser reconocidas como soporiferos, aunque fue reemplazada
rapidamente por barbitdricos (Winter, 2005).

En la actualidad la escopolamina es reconocida como un agente
antimuscarinico (usado como analgésico) y un relajante muscular suave.
También es un agente antiespasmodico usado ampliamente en el tratamiento
contra diferentes enfermedades, empleado en la preparaciéon de medicamentos
(Steenkamp et al., 2004); en procedimientos sicologicos donde es necesaria la
sugestion (Olsen, 2006) y en estudios de modelos biolégicos donde se
establece la relacion sefal-efecto en diferentes especies animales (Morrison,
2002).

Debido a los usos importantes que se le dan en medicina a este tipo de
alcaloides es fundamental el desarrollo de métodos analiticos para su
determinacién en plantas desde diferentes campos como la quimica
farmacéutica, toxicologia forense y medicina naturista (Theodoridis et al.,
2003).

En el proceso de determinar alcaloides se emplean diferentes metodologias.
En el caso del cultivo de tejidos vegetales in vitro, un paso importante es la
extraccion de los compuestos de interés que se puede llevar a cabo por medio
de diferentes técnicas, una de las mas utlizadas es la Extraccion en Fase
Solida (EFS) que tiene la ventaja de emplear pocas cantidades de solvente,
ademas de realizarse en poco tiempo. La técnica de EFS es usada
ampliamente en diferentes areas y para la extraccion de alcaloides del tropano
se cuenta con los estudios de Kursinszki et al., (2005); Hibi et al., (1992); Kang
et al., (2004); Khanam et al., (2001), entre otros.

Las condiciones para la cuantificacion por HPLC de los alcaloides de la familia
Solanaceae es muy amplia y existen muchas referencias al respecto entre las

(2]
Edwing J. Grajales G.



UTP GB-PN

gue se encuentran Theodoridis et al., (2003); Steenkamp et al., (2004); Zanolari
et al., (2003); Tiburcio et al., (1985) y Gallego et al., (2003).

Debido a que los alcaloides de la familia Solanaceae son MS que se
biosintetizan en muy pequefias cantidades en las plantas; el propdsito
particular de este trabajo fue evaluar el efecto que tiene la adicion de
precursores de los alcaloides del tropano tal como L-Arginina en la capacidad
biosintética de las raices cultivadas in vitro de Brugmansia candida, especie
gue se encuentra ampliamente distribuida en nuestra region y puede ser usada
como materia prima para la obtencion de alcaloides del tropano a nivel
industrial.

La adicion de precursores a los medios de cultivo in vitro puede estimular la
produccion de MS en las plantas, logrando que se produzcan en mayores
cantidades de lo normal. Un ejemplo de esto son los trabajos realizados por
Gontier et al., (2002); Min et al., (2007) y Robins et al., (1991) donde la
elicitacion con precursores aumentd la concentracion de alcaloides como
hiosciamina y escopolamina en las raices cultivadas in vitro de Scopolia
parviflora y Datura stramonium respectivamente. Por esta razon, la pregunta
gue se responde en este trabajo es: ¢Qué efectos tendrd la adicion de
precursores, como L-Arginina, sobre la capacidad biosintética de los alcaloides
del tropano en las raices normales cultivadas in vitro de B. candida?
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

e Evaluar el efecto de L-Arginina como precursor en la produccion de
escopolamina en raices cultivadas in vitro de Brugmansia candida
(Solanaceae).

3.2. Objetivos Especificos

e Obtener raices normales en condiciones in vitro de Brugmansia candida.

e Elicitar raices cultivadas in vitro de B. candida con L-Arginina a
concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/L.

e Extraer escopolamina de manera selectiva y eficientemente para la
obtencion de datos fitoquimicos exactos, precisos y reproducibles.

e Cuantificar el contenido de escopolamina en raices cultivadas in vitro de
Brugmansia candida elicitadas con L-Arginina a concentraciones de 10,
100 y 1000 mg/L por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).
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4. METODOLOGIA

Para este proyecto de investigacion se usaron materiales, equipos y reactivos
gue permitieron obtener los resultados presentados en la seccion 5 y por ende
cumplir los objetivos propuestos. A continuacion se presentan dos listas
correspondientes a los materiales y reactivos empleados.

4.1. Materiales

Material I Marca |

pH-Meter CG-824 No 3203121

Schott Gerate

Autoclave automatica mod. 144 con generador de

T > Sterilof
vapor, indicador de temperatura y presién
Autoclave manual mod. 25X de 25L All American
Agitador magnético con calentamiento, No Heidolph

77591238980

Cabina de flujo laminar sobremesa con control filtro
hepa

Purificacion y Analisis de Fluidos

Sonicador (ultrasonido) Hans Schmidbauer GMBH

D-78224 Elma
Vortex para tubos de ensayo MS1 S1 IKA

Cig, 125 X 4,6 mm, 5 um Hewlett Packard
Rotaevaporador Laborota 4000 Heidolph

Cromatografo liquido de alta eficiencia (HPLC) HP
1100

Hewlett Packard

Balanza analitica electronica de precision 0.1 g

cap. 210g modelo ab204 Mettler Toledo
Soxhlet de 50 mL Polco
Estufa digital programable tipo 1505 330000 # WTB binder

950841

Agitador rotatorio mod. G-10

New Bruns Wick Scientific EDISON

4 2. Reactivos

Reactivo | Marca |

Medio SH (Schenk and Hildebrand, 1972), sales
grado analitico

MERK, Analyticals, Codex

Diclorometano (CH,Cl,), grado analitico Mallinckrodt
Metanol (C,Hs0OH), grado analitico Mallinckrodt
Hexano (CgH14), grado analitico Mallinckrodt
Hid,rc_ﬁxido de amonio al 25% (NH,OHe3H,0), grado Mallinckrodt
analitico
Sulfato de sodio anhidro (Na,S0O,), para analisis

Mallinckrodt
Difosfato de potasio (KH,PO,), para andlisis Codex
Acido fosférico (HsPO.), 85% grado analitico Mallinckrodt
Acetonitrilo (CH3CN), grado HPLC Mallinckrodt
Metanol grado HPLC Mallinckrodt
Agua grado HPCL (H,0), filtrada con membrana de -

MilliQ

0.45um
Escopolamina (C.7H,:NO,), para analisis Sigma
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Continuacion de la lista de reactivos

I L-Arginina (C¢H14N4O5), para andlisis Sigma

Solucién tampon pH 4.0, reactivo para analisis Mol Labs.

Solucién tampon pH 7.0, reactivo para analisis Mol Labs.

Hidréxido de sodio sélido (NaOH) Codex

Acido clorhidrico 37% (HCI), grado analitico EM

Hormona &cido a-naftalenacético (ANA) y vitaminas
piridoxina, tiamina, niacina y mio-inositol

Sigma

4.3. Condiciones Agrocliméticas

El trabajo experimental se llevé a cabo en el laboratorio del Grupo de
Biotecnologia - Productos Naturales (GB-PN) de la Escuela de Tecnologia
Quimica de la Universidad Tecnolbgica de Pereira (UTP) ubicada en La Julita.
La UTP se encuentra localizada en un pequefio valle formado por la
terminacién de un contrafuerte que se desprende de la cordillera central a los 4
grados y 49 minutos de latitud norte y 75 grados y 42 minutos de longitud oeste
de Greenwich. La zona cuenta con una humedad relativa de 83%, temperatura
media de 21°C y una altura aproximada de 1411 m sobre el nivel del mar que
corresponde a una presion atmosférica de 8.78x10* KPa.

4.4. Material Vegetal

Las raices que se usaron en esta investigacion provienen de trabajos previos
del GB-PN, a partir de semillas recolectadas en el Parque Regional Nacional
Ucumari (PRNU). Las raices se encontraban en medio de cultivo Schenk and
Hildebrandt (SH) (1972) a la mitad (SH/2) suplementadas con 3% de sacarosa
y 3 mg/L de acido a-naftalenacético (ANA).

Los cultivos in vitro de raices de Brugmansia candida fueron elicitados a 10
(tratamiento 1), 100 (tratamiento 2) y 1000 (tratamiento 3) mg/L de L-Arginina,
ademas de su respectivo control. 500 mg de raices fueron cultivadas en 50 mL
de medio SH suplementados con 3% de sacarosa, 3 mg/L de ANA, ajustando
el pH a 5.8 previa a la esterilizacion por 20 min a 125 psi. Los cultivos fueron
puestos sobre un agitador rotatorio a 80 rpm en la oscuridad y temperatura
ambiente (23-25°C).

En los anexos 1y 2 se muestra la composicion del medio SH y su preparacion,
respectivamente.
4.5. Disefio Experimental

Para la toma de datos de biomasa y concentracion de escopolamina previa
extraccion, se siguio el siguiente disefio experimental:
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Tiempo de Experimento 35 Dias

Toma de la Primera Muestra Al Dia 5
Periodo de Muestreo Cada 5 Dias

Numero de muestras por Dato 3 Muestras
Numero de Experimentos 2 Experimentos

4.6. Preparacioén de las Muestras

Las raices cultivadas in vitro de B. candida se filtraron por gravedad y se
determind su peso en base humeda (BH). Luego se secaron en una estufa a
60°C por 48 horas hasta peso constante. Las raices secas se llevaron al
desecador por 8 horas y se determind su peso en base seca (BS). El material
seco se refrigerd a -10°C hasta el dia de la extraccion.

4.7. indice de Crecimiento

Con el objeto de analizar el efecto del precursor L-Arginina sobre las raices de
B. candida cultivadas in vitro se calculé el Indice de Crecimiento (IC), el cual es
una medida del aumento de masa respecto al indculo (Yoshimatsu et al., 2004).

El IC se obtuvo con la E-1.
B MF )
M1’ (E-1)

- MI = Biomasa del in6culo - MF = Biomasa el dia de la medicion

4.8. Extraccion de Escopolamina

La extraccion de escopolamina se realizd con un procedimiento que tiene en
cuenta las propiedades acido-base de este alcaloide. De 10 a 200 mg de raices
secas normales cultivadas in vitro pulverizadas fueron extraidas segun lo
descrito por Bruneton, (1991) con leves modificaciones. Se us6 n-hexano para
desengrasar las raices y diclorometano en vez de cloroformo para extraer los
alcaloides.

El procedimiento de extraccion que se empleo se presenta en la figura 5.

4.9. Condiciones Para la Cuantificacién de Escopolamina por HPLC

Las condiciones cromatograficas empleadas en este trabajo son una
adaptacion de las empleadas por Kursinszki et al., (2005). Las diferencias
consistieron en cambiar la fase movil, acetonitrilo por metanol al 20%. El
volumen de inyeccion fue de 20 uL que correspondia al tamafio del loop. En la
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tabla 6 se comparan las condiciones de Kursinszki et al., (2005) y las seguidas
en este trabajo.

Material wvegetal secoy maolido

i

Desengrasar con n-hexano en soxhlet durante tres horas

Extracto de n-hexanao Marco
Recuperar el solvente y reutilizar Secara 50°C en estufa durante 90 min

b

Hurnedecer |35 raices con MHa
concentrado durante 20 min

$

(Extraer con CH2Clz en Soxhlet durante

é. Jhoras)x 3
Fases omganicas combinadas l
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Concentrar en rotaevaporador a 50°C

i
¢ ¥

Extracta arganico Recuperar el solvente y reutilizar
Extraer con HCI al 10% 3 veces 1!-
,E, Fase acuosa
Fase omganica .L

AjustarelpH a 10 con KaoH al

.

‘E' Extraer con CHaCla tres weces
Fase omanica "L
i' Faze acuosa
Concentrar en rotaevaporadar 8 20°C ‘E'
; Elirninar

Guardar en visl ambar previamente pesado y
marcado

E

Concentrar a sequedad v disolver en MeQH grado HFLC

{

Analizar por HPLC

Figura 5 Procedimiento de extraccion de alcaloides del tropano (Bruneton,
1991)
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Los datos fueron generados por el software“HP ChemStation” instalado para el
control computarizado del HPLC.

Tabla 6 Comparacion de condiciones de HPLC para la cuantificacion de
alcaloides del tropano

Columna | Detector Temperatura Inyeccic')n Flujo | Fase movil | Referencia |

Luna Cyg, 250
X 4.6 mm, 5
um

uv, 210 1.0 CHCN:MeOH:Buffer? Kursinszki et
nm mL/min (12:7.9:80.1) al., (2005)

Hypersil Cis,
150 X 4.6 mm, 1.3 MeOH:Buffer Presente
5 mL/min (20:80) Trabajo

um

Buffer: KH,PO,-K;HPO, (0.877-0.123, 30mM); “Buffer: KH,PO,-K,HPO, (0.815-0.185, 30 mM)
4.10. Soluciones Estandar y Curva de Calibracion

Se prepar6 una solucién stock de escopolamina de 1000 mg/L a partir de la
cual se prepararon 6 soluciones estandar de 1, 5, 10, 25, 50 y 100 mg/L para
realizar la curva de calibracion bajo las condiciones descritas en la tabla 6. Las
diluciones sucesivas de la solucién stock se realizaron con agua grado HPLC.
La solucion stock y soluciones estandar fueron almacenadas a -10°C y llevados
a temperatura ambiente antes de usar.

4.11. Pardmetros Evaluados Para la Validacion del Método

Una vez desarrollado un método de analisis por HPLC, al igual que toda
técnica analitica, debe validarse; es decir, se debe confirmar y documentar que
los resultados producidos por el método son confiables. Para esto se evaluaran
los siguientes parametros:

4.11.1. Linealidad

Para la determinacion de la linealidad se prepararon una serie de seis
soluciones estandar a partir de una solucion stock, comprendiendo el rango
estimado de trabajo. Cada solucidn se inyectd siete veces y se determinéd la
curva de regresion Y = mX + b por el método de los minimos cuadrados.

4.12.2. Intervalos de Confianza

El limite de confianza para el estimador de la pendiente (m) se calcul6 en
funcion de su varianza Sy,, mediante la E-2.

(2]
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[ m=mz tSy ] (E-2)

En donde “t” es el factor de confiabilidad requerido para la curva de calibracion.
La presente investigacion trabajo con un nivel de confiabilidad del 95% que
corresponde at = 1.96. De manera similar, el limite de confianza del estimador
de la ordenada al origen se calcul6 en funcién de su varianza Sy (E-3).

| b=bis, | (E£-3)

4.12.3. Coeficiente de Regresion Lineal

El coeficiente de regresion lineal “r” se determind para evaluar el ajuste al
modelo lineal propuesto Y = mX + b, calculados mediante las ecuaciones que
se muestran en el anexo 3.

4.12.4. Precision

La precision se expres6 matematicamente como la desviacion estandar “c”
estimada analiticamente por “s” o0 mas convenientemente como la desviacion
estandar relativa (RSD) o coeficiente de variacion (CV). El criterio de
aceptacion puede ser variable y estara dictado por los objetivos buscados. Asi,
internacionalmente se acepta una RSD del sistema de menos del 2%
(Quattrocchi et al., 1992).

Las ecuaciones empleadas para determinar la validez del método desarrollado
en HPLC en este trabajo para la cuantificacion de escopolamina se describen
en el anexo 3 y los software empleados para hacer los calculos fueron
Microsoft Office Excel 2007 y Microcal Origin 6.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Morfologia de las Raices

Las raices adventicias formadas a partir de callo se convirtieron en una masa
esférica (ver figura 6). Basados en el trabajo de Min et al., (2007) con raices
adventicias de Scopolia parviflora (Solanaceae) el modelo de crecimiento de
estas raices puede ser clasificado en dos grupos, teniendo en cuenta sus
diferencias morfoldgicas:

Figura 6 Morfologia de las raices cultivadas in vitro de de B. candida

1) La regidon que crece activamente, que incluye la parte superior y la
superficie central de la esfera de raiz, las raices jovenes proyectan su
crecimiento hacia la periferia. Generalmente son de color amarillo-café
claro (las cuales presentan ramificaciones hacia el exterior).

2) La regidén que no crece activamente, el interior de la raiz que cambia a
un color café con tejidos viejos y senescentes.

En cuanto al tono de color, las raices del control y el tratamiento 1 (elicitadas
con 10 mg/L de L-Arginina) no presentaron una diferencia visual significativa;
en comparacion con las raices del tratamiento 2 (elicitadas con 100 mg/L de L-
Arginina) que presentaron una tonalidad mas clara. De manera contraria, las
raices del tratamiento 3 (elicitadas con 1000 mg/L de L-Arginina) con el
transcurso del tiempo presentaron una coloracién oscura, muy diferente al
matiz de las raices de los otros dos tratamientos. Este color oscuro
posiblemente estd relacionado con el envejecimiento de los tejidos con
produccion de pigmentos café en la raiz, debido probablemente a la
acumulacion de compuestos fendlicos en los mismos (Jouhikainen et al., 1999).

()
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5.2. Produccién de Biomasa

En la tabla 7 se presenta el perfil de produccion de biomasa de las raices in
vitro de B. candida durante 35 dias de cultivo, de los tres tratamientos
realizados con L-Arginina a concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/L en el
medio de cultivo SH. A cada medio se adicion6 un inéculo de 500 mg de tejido
de raiz fresca.

Tabla 7 Peso de las raices cultivadas in vitro de B. candida

CONTROL
10
100
1000
CONTROL
10
100
1000
CONTROL
10
100
1000
CONTROL
10
100
1000
CONTROL
10
100
1000
CONTROL
10
100
1000
CONTROL
10
100
1000

'PBH = Peso en Base Himeda (BH) de las raices cultivadas in vitro de B. candida.
’PBS = Peso en Base Seca (BS) de las raices cultivadas in vitro de B. candida.
(Los datos reportados son la media de tres datos y realizados por duplicado)
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5.2.1. indices de Crecimiento

Las raices del control y el tratamiento 1 (como se observa en la tabla 7)
presentaron un patron de crecimiento similar y muy diferente al crecimiento de
las raices de los tratamiento 2 y 3. En principio estas diferencias de
crecimiento, se pueden atribuir a diferencias morfolégicas, como se puede
deducir de los valores de indice de crecimiento (IC) de las raices del control y
los tres tratamientos presentados en la tabla 8.

Tabla 8 indices de crecimiento (IC) de las raices de B. candida tratadas con L-
Arginina

indice de Crecimiento !

Control Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3
0 mg/L)? 10 mg/L)? 100 mg/L)? 1000 mg/L)?

'|C = MF/MI, MI = biomasa del inoculo y MF = biomasa el dia de la medicion
2Concentracion de L-Arginina

Los valores de IC, para el dia 35, del control y el tratamiento 1 estan muy
cercanos entre si, 19.6 y 19.5, respectivamente y son 4.5 veces mayores al
valor de IC del tratamiento 2. El IC del tratamiento 2 duplica (2.15 veces) al IC
del tratamiento 3 en la medicion del dia 35.

Estos valores de IC de las raices normales cultivadas in vitro difieren de los
resultados obtenidos por Giulietti et al., (1993) para sus mejores lineas de
raices transformadas genéticamente de Brugmansia candida con valores de IC
de 24.0 y 21.9 al dia 21 de cultivo.

De acuerdo con la tabla 8 el mejor valor de IC el dia 21 (dato obtenido por
interpolacién) lo tuvo el control con 10.4. Esta diferencia marcada tiene
explicaciones razonables. En primer lugar, se tiene la cantidad de ind6culo,
Giulietti y colaboradores emplearon 200 mg en base humeda, que corresponde
solo al 40% del utilizado en este trabajo (500 mg). Esto permite a una cantidad
dada de raices disponer de una mayor cantidad de nutrientes, lo que les
acelera su crecimiento (Min et al., 2007).

En segundo lugar esta el medio empleado, en la referencia se utilizé B5 el cual
es diferente al SH utilizado en este trabajo que contiene mas calcio, fésforo,
cobre, yodo, cobalto y magnesio, pero menos hierro, zinc, molibdeno y
manganeso. Obviamente estos medios de cultivo difieren en la composicion de
sus sales, lo cual influye indudablemente en el crecimiento de las raices. Un
ejemplo de esto es el estudio de Nussbaumer et al., (1998), que cultivaron

( |
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raices transformadas del hibrido Datura candida X D. aurea en diferentes
medios de crecimiento ( Gamborg, B5; Murashige y Skoog, MS; Woody Plant,
WP, B5/2, MS/2 y WP/2) para cada uno de ellos se evalud la produccion de la
biomasa y de alcaloides especificamente.

En tercer lugar estd el factor verdaderamente determinante en las diferencias
de los IC, que debid ser el empleo de raices normales de este trabajo en vez
de raices transformadas genéticamente del empleado por Giulietti et al., (1993).
El cultivo de raices normales tiene una velocidad de crecimiento lenta,
comparadas con las raices transformadas, lo cual las hace poco atractivas
para los sistemas de produccion (Jouhikainen et al., 1999).

Los cultivos de raices transformadas de muchas especies de la familia
Solanaceae, presentan gran potencial para la produccion de biomasa
eficientemente y alcanzar un contenido alto de alcaloides del tropano. Otro
ejemplo de lo anterior se tiene con el trabajo con raices transformadas de
Hyoscyamus niger de Zhang et al., (2004) que alcanzé un IC de 45 y una
concentracibon de escopolamina de 411 mg/L que corresponde
aproximadamente a 16.44 mg de escopolamina.

El mejor IC en este trabajo al dia 28 se alcanzé con el tratamiento 1 (16.1),
mayor al obtenido por Moyano et al., (2007) en las raices transformadas de
Nicotiana tabacum cuyo valor de IC fue de 13.6 para el mismo dia. El control
tiene un valor de IC para el dia 21 de 10.4 mucho mayor que el obtenido por
Min et al., (2007) de 5.0 en cultivo de raices adventicias de Scopolia parviflora.

Estos resultados indican que con la metodologia empleada, el cultivo de raices
normales aun presentando valores de IC inferiores comparados con algunos
trabajos previos, no deja de ser un recurso potencial para el estudio de MS,
debido a que dependiendo del manejo adecuado de las variables (medio de
cultivo, tipo de raiz, biomasa del in6culo, reguladores de crecimiento,
precursores apropiados, fotoperiodo) se pueden obtener excelentes resultados.

Los resultados y las observaciones anteriores indican un efecto significativo del
precursor de alcaloides del tropano, L-Arginina, sobre el crecimiento de las
raices. Previamente Zhang et al., (2004) encontraron, en un estudio con lineas
de raices transformadas genéticamente, que un contenido alto de MS en los
tejidos, estaba asociado con un crecimiento pobre del tejido; por lo tanto, la
productividad total neta de los MS permanecia baja. De manera similar,
Jouhikainen et al., (1999) observaron que la morfologia de las raices tiene una
influencia considerable sobre la produccion de MS. De acuerdo con estas
conclusiones es de esperar que las raices de los tratamientos con L-Arginina
tengan una produccion alta de MS, lo cual es inversamente proporcional al
crecimiento, independiente de si se trata de raices transformadas
genéticamente o no.

5.2.2. Curvas de Crecimiento de Raices Cultivadas in vitro de B. candida.

En las figuras 7 y 8 se muestran las curvas de crecimiento, en base humeda
(BH) y base seca (BS) respectivamente, de las raices cultivadas in vitro de B.
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candida del control y los tres tratamientos. Las raices del control y el
tratamiento 1 presentaron un modelo de crecimiento similar al de las raices
adventicias trabajadas por Min et al., (2007).
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Figura 7 Curva de crecimiento promedio de las raices in vitro de B. candida en
base humeda (BH)

Control
“ Trat. 1

Trat. 2

Trat. 3

Peso de raices en base

Tiempo (dias)

Figura 8 Curva de crecimiento de las raices in vitro de B. candida en base seca
(BS)
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Como se observa en las figuras 7 y 8 las diferencias en peso en el transcurso
de los 35 dias de duracion del experimento, este mostré que las raices del
control y los tres tratamientos presentaban diferencias significativas.

El modelo de crecimiento descrito por Min et al., (2007) de las raices presenta
tres fases. En este trabajo se presentaron las mismas tres fases de forma
ligeramente diferente de acuerdo a las figuras 7 y 8 como se muestra en la
tabla 9.

Tabla 9 Modelo de crecimiento de las raices cultivadas in vitro de B. candida

Dias de las respectivas fases

Modelo de Min et al., Modelo del presente
(2007) trabajo

1. Adaptacion 0-4 dias de cultivo 0-5 dias de cultivo
2. Exponecial-Lineal 4-24 dias de cultivo 5-30 dias de cultivo
3. Estacionaria 24-30 dias de cultivo 30-35 dias de cultivo

Durante la fase de adaptacion las raices se adecuaron al medio fresco y a las
condiciones medioambientales renovadas. En la fase exponencial-lineal se
presenta el periodo de crecimiento de las raices, es en esta fase donde ocurre
un aumento considerable de la biomasa en base humeda y por consiguiente en
base seca. Después del dia 30 se observé un decrecimiento, llegando en este
punto a la fase estacionaria, periodo en el cual las raices llegan a su punto
maximo de crecimiento y después del cual empiezan a morir (Gallego et al.,
2003). Esta fase es el limite para subcultivar las raices, pues la fase
exponencial - lineal es la ideal para que las raices comiencen un nuevo ciclo.

Como se puede deducir de las figuras 7 y 8 a medida que transcurre el tiempo
las raices del control y el tratamiento 1 aumentan continuamente de peso lo
cual se debe al desarrollo similar de todas las raices; es decir, a su igual
adaptacion. Las raices de los tratamientos 2 y 3 no aumentan
considerablemente su peso, inclusive en el tratamiento 2 a 100 mg/L de L-
Arginina se observo un decrecimiento desde el dia 30 hasta el 35 debido al
efecto toxico del precursor adicionado al medio de cultivo.

Las curvas de crecimiento de las raices in vitro de B. candida de las figuras 7'y
8 para el control y el tratamiento 1 también tienen un comportamiento similar al
presentado por las raices transformadas de Datura stramonium (Robins et al.,
1991), Duboisia myporoides -D.leichardtti (Yoshimatsu et al., 2004),
Hyoscyamus niger (Zhang et al., 2004) y raices normales de Atropa belladona
(Rothe et al., 2001), todas de la familia Solanaceae; sin embargo, se presentan
diferencias leves en la duracién de las diferentes fases, principalmente en los
dias finales de la fase exponencial-lineal que varia entre 17 y 30 dias. Estas
diferencias pueden tener la misma explicacidbn que la presentada para las
diferencias de los valores de IC, que estan relacionadas con la cantidad de
indculo, medio de cultivo empleado y uso de raices normales o transformadas.
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Por su parte, las curvas de crecimiento de las raices in vitro de B. candida de
las figuras 7 y 8 para los tratamientos 2 y 3 no presentan similitud a los
modelos encontrados en las referencias, particularmente los de Min et al.,
(2007). Cuando se compara el contenido de alcaloides y su concentracion en
las raices se llega a la conclusion interesante de que las raices que producen
un nivel elevado de escopolamina llegan rapidamente a su maximo de
crecimiento (para el tratamiento 3, al dia 15) e igualmente envejecen rapido
cuando se comparan con el control; una conclusion similar fue propuesta por
Jouhikainen et al., (1999) trabajando con raices transformadas de Hyoscyamus
muticus. Dicha conclusion aplica principalmente para el tratamiento 3. Las
raices del tratamiento 2 presentan un maximo de crecimiento al dia 30 (ver
figura 8) y una concentracion superior al control después del dia 7 (ver figura
9), por lo que la misma conclusién aplica pero de una manera menos ajustada.
De forma general, para este trabajo, el contenido y concentracion de
escopolamina fue inversamente proporcional al crecimiento de las raices.

5.3. Cuantificacion de Escopolamina por HPLC

En la tabla 10 y figura 9 se muestra el perfil de la concentracion de
escopolamina en las raices cultivadas in vitro de B. candida durante 35 dias de
cultivo. La curva de produccién de escopolamina para el control y los
tratamientos 1 y 2 se asemeja a la obtenida por Min et al., (2007) y Yoshimatsu
et al., (2004) para las especies de Scopolia parviflora y el hibrido Duboisia
myporoides-D. leichardtti (Solanaceae) respectivamente, en el sentido de una
produccion relativamente constante entre un rango pequefio de
concentraciones.

Tabla 10 Concentracion de escopolamina en el control y los tres tratamiento

CONTROL

10

100 CONTROL

1000 10

CONTROL 100

10 1000

100 CONTROL

1000 10

CONTROL 100

10 1000

100 CONTROL

1000 10

CONTROL 100

10 1000

[ ] = Concentracién de escopolamina en raices en base seca.
(Los datos reportados son la media de tres datos e IBIA 34)

En este caso para el control, se produjo de 0.52 a 0.37 mg/g; para el
tratamiento 1, de 1.71 a 0.42 mg/g; para el tratamiento 2, de 3.11 a 1.32 mg/qg;
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el tratamiento 3 por su parte mostré una curva de produccién no reportada por
la literatura, con un incremento desde el principio del cultivo llegando a un
maximo de produccién el dia 15 (10 mg/g) descendiendo drasticamente y
alcanzando un minimo de concentracién de 1.23 mg/g al dia 35.
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Figura 9 Concentracion promedio de escopolamina del control y los tres
tratamientos en raices normales de B. candida

Como se muestra en la tabla 10, el tratamiento 3 en el dia 15 se obtuvo la
mayor concentracién de escopolamina/biomasa de raices correspondiente a
10.1344 mg/g BS que equivale al 1.0134%. Este es un buen valor si se
compara con el 0.04-0.12% obtenido por Spollansky et al., (2000) y el 0.26%
obtenido por Giulietti et al., (1993) con raices transformadas, ademas del 0.4%
de Gallego et al., (2003) con raices normales de B. candida .

Posteriormente, el rendimiento en el control varié entre los dias 20 y 35, entre
0.5y 0.6 mg/g. Para el tratamiento 1, la produccion mantuvo una tendencia a
disminuir, excepto en el dia 30 que hubo un leve incremento en la produccién
de escopolamina de 0.73 mg/g a 0.95 mg/g, aunque volvié a disminuir en el
dia 35 a 0.42 mg/g. En el tratamiento 2, de los dias 10 al 25 la biosintesis del
alcaloide se mantuvo entre 1.95 y 2.47 mg/g. El dia 30 del tratamiento la
concentracion disminuyé a 1.17 mg/g e incremento levemente para el dia 35 a
1.32 mg/g. El tratamiento 3, mostré la mejor curva de sintesis para la
escopolamina, empezando el dia 5 a una concentracion de 6.0 mg/g y
alcanzando un valor maximo en el dia 15 con una concentracién de 10 mg/qg,
descendiendo drasticamente el dia 20 a 1.88 mg/g y al dia 25 a 1.42 mg/g. El
ultimo dia (35) del tratamiento, se presento el rendimiento més bajo, 1.23 mg/g.
El comportamiento de la produccion total de escopolamina se rigido por la
cantidad presente en las raices, puesto que la mayor cantidad de cualquier MS
se encuentra a nivel intracelular (Robins et al., 1990).
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Los perfiles de produccion de escopolamina en las raices en base seca (BS) se
presentan en la figura 10. La produccion total de escopolamina tiende a
disminuir levemente desde la primera medicion en el control y los tratamientos
1y 2; para el tratamiento 3 la producciéon aumenté rapidamente hasta el dia 10
y disminuyd desde ahi hasta el dia 25.

En el control y los tratamientos 1 y 2 se observd una tendencia especial en la
produccion de escopolamina en las dos primeras mediciones (ver figura 10). La
produccion de escopolamina descendid, lo que se puede interpretar como una
sobreproducciéon de escopolamina en los primeros dias que disminuyo
gradualmente, debido muy probablemente, a la perturbacion de las raices,
causada por el corte y la transferencia a un nuevo medio (Robins et al., 1991).
Lo anterior estd de acuerdo con lo planteado por Blechert et al., (1995) al
mencionar el sofisticado sistema de defensa de las plantas, en el cual los
metabolitos encargados de esta labor son sintetizados solamente después de
gue la planta ha sido atacada, para evitar que los organismos desarrollen cierta
resistencia adaptativa a estos compuestos.

El tratamiento 3 mostr6 un comportamiento diferente, la produccion de
escopolamina no tiende a disminuir; en su lugar, tiende a aumentar, aunque las
raices por si mismas pueden producir escopolamina suficientemente debido a
la perturbacion ejercida por el precursor, L-Arginina puede ser la causante de
este comportamiento al incorporarse en la biosintesis del alcaloide y aumentar
su produccion.
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Figura 10 Masa neta de escopolamina en el control y los tres ensayos en
raices normales in vitro de B. candida elicitadas con L-Arginina
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El tratamiento 1 tuvo mayor produccion de escopolamina que el control solo en
los dias 25 al 35; en el caso del tratamiento 2 la masa del alcaloide super¢ al
respectivo control en la primera medicién el dia 5 y la quinta medicion el dia 25,
sin que haya periodos continuos de sobreproduccion. El tratamiento 3 por su
parte presentd una produccion mayor al control muy marcada durante los
primeros veinte dias del experimento siendo el mejor caso el dia 10 con 0.26
mg.

La produccion neta de alcaloides se observa en la figura 10. El tratamiento 3
produce la mayor cantidad de escopolamina, en el dia 10, se produjo 0.26 mg,
seguido por el control al dia 15, con 0.16 mg; el tratamiento 1 presenté su
maxima produccion al dia 30 con 0.11 mg. El tratamiento 2 fue el que presento
la produccién neta mas baja de escopolamina en el transcurso del experimento,
cuyo maximo esta en la primera medicion con 0.9 mg.

5.4. Adicion de L-Arginina como Precursor Exdgeno

Con el objetivo de observar el efecto de la adicion al medio de cultivo de L-
Arginina sobre la produccién de escopolamina, se llevaron a cabo tres
tratamientos suplementados con 10, 100 y 1000 mg/L de L-Arginina,
respectivamente. La eleccién de L-Arginina no es arbitraria, como se presento
en la figura 3, este amino&cido participa en las etapas iniciales de la biosintesis
de los alcaloides del tropano, hecho que estd demostrado y bien documentado
desde hace algun tiempo (Nussbaumer et al., 1998). A Leete, (1975) se le
atribuyen las investigaciones que revelaron las etapas iniciales en la biosintesis
de alcaloides del tropano y la cocaina, fue quien primero confirmé a ornitina y
arginina como precursoras de estos alcaloides (Humphrey y O 'Hogan, 2001).

El estimulo para la produccion de MS puede ser llevada a cabo por medio de
cultivo in vitro, como lo han demostrado Hakkinen et al., (2005) al adicionar a
cultivos de células en suspension de N. tabacum suplementos exdgenos para
la produccién de alcaloides de la nicotina, con buenos rendimientos. De igual
manera Kang et al., (2004) concluyeron que la biosintesis de los alcaloides del
tropano in vitro, puede ser influenciada por las condiciones de cultivo, el
empleo de tejidos diferenciados y el desarrollo del explante. Por lo tanto, la
elicitacion con L-Arginina puede estimular la produccion de alcaloides del
tropano en raices normales cultivada in vitro de B. candida.

La adicion de L-Arginina a 10 mg/L no tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento de las raices, pero al ser incorporada a concentraciones de 100
mg/L y 1000 mg/L causa una reduccion severa al crecimiento de las raices,
efecto que podrian estar asociado a la produccion de MS (ver figura 9y 10) o al
efecto toxico ejercido por el precursor a estas concentraciones empleadas.

Las plantas pueden producir metabolitos que pueden ser toxicos para ellas
mismas (Goossens et al., 2003). En la figura 9, en el tratamiento 3 se observo
una produccion cerca de cinco veces superior a la del control, en el dia 15; no
obstante, dicho tratamiento desde la primera medicion en el dia 5 present6 una
sobreproduccién de escopolamina que puede ser téxica para las raices
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normales cultivadas in vitro, afectando su crecimiento y posterior biosintesis de
los MS. Las raices del tratamiento 2 muestran una concentracion de
escopolamina 1.5 veces mayor a la del control después del dia 8; a pesar que
esta diferencia en la produccion es mucho menor en comparacion con el
tratamiento 3, que tiene una concentracioén 5 veces la del control del dia 15.

Estos efectos pueden variar de una especie a otra como lo han demostrado
Hakkinen et al., (2005) al elicitar raices transformadas de diferentes especies
con hiosciamina a 200 mg/L. Este alcaloide en el medio de cultivo inhibi6 el
crecimiento de todos los clones empleados y analizados. Por otra parte, en las
especies trabajadas por Nussbaumer et al., (1998), la adicién de precursores al
medio de cultivo no afectd la produccidon de la biomasa en los casos
estudiados.

Por lo anterior, es valido relacionar la produccion de MS con el crecimiento de
la biomasa como lo ha propuesto Jouhikainen et al., (1999), en el sentido que
la produccion de MS esta relacionada con un crecimiento pobre de las raices;
por lo tanto, la produccion neta permanece baja, lo cual puede ser el resultado
del efecto toxico del MS sobre - producido, ya que las plantas mantienen su
homeostasis y la alteracion de sus equilibrios puede ser nociva para las
mismas.

La relacion entre la produccién de los MS y la biomasa que se encontrd en esta
investigaciéon de forma contundente entre el control y el tratamiento 1. La
concentracion de escopolamina en el tratamiento 1, supera la del control como
se observa en la figura 9; a su vez, en la figura 8 se observé que la biomasa de
las raices del tratamiento 1 esta por debajo del control en los mismos dias.

Khanam et al., (2001) encontraron en explantes de Duboisia myporoides que la
biosintesis de alcaloides del tropano fue reprimida por la organogénesis de los
brotes. Esta ausencia de alcaloides en los brotes de dos semanas de edad y su
presencia a las seis semanas en los mismos, indica que la produccion de
escopolamina e hiosciamina esta relacionada con el estado de diferenciacion;
sin embargo, este estado necesario para la biosintesis de alcaloides del
tropano, depende del tipo de explante, la especie vegetal y las condiciones del
medio de cultivo.

Por lo descrito en el parrafo anterior Spollansky et al., (2000) emplearon en su
investigacion raices transformadas y cultivos indiferenciados. Este
comportamiento se puede distinguir al comparar las figuras 7, 8, 9 y 10. En el
control y el tratamiento 1, la produccion de escopolamina especialmente tiende
a disminuir, aunque de una manera no muy pronunciada, con el aumento de
biomasa de las raices, por lo que su crecimiento reprime en alguna medida la
biosintesis de los alcaloides. En el tratamiento 2 se puede presentar un efecto
toxico del precursor L-Arginina que impide el desempefio metabdlico normal de
las raices y por consiguiente su crecimiento y produccion de alcaloides. En el
tratamiento 3 debe primar el efecto de la produccion de MS.

De acuerdo con los datos obtenidos la adicion del L-Arginina como precursor al
medio de cultivo, tiene efecto sobre el crecimiento de las raices y su correlaciéon
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con la biosintesis de alcaloides del tropano. El primer efecto ya fue explicado,
pero la participacion en la biosintesis puede ser algo mas complicado, como se
presenta en la siguiente seccion.

5.4.1. Biosintesis de los Alcaloides del Tropano

Los estudios mas detallados sobre la participacion de L-Arginina en la
biosintesis de alcaloides del tropano fueron llevados a cabo por Robins et al.,
(1990a); Robins et al., (1990b) y Robins et al., (1991). En la primera fase de
estos estudios se descubrié que la arginina descarboxilasa (ADC) (como se
presentd en la figura 3) mostré un nivel de actividad mas alto que la ornitina
descarboxilasa (ODC) y a su vez ADC fue mas sensible negativamente a la
adicion de precursores como agmatina.

Por los resultados de estas investigaciones se podria esperar que la adicion de
L-Arginina al medio de cultivo resultaria en un incremento en la produccion de
escopolamina, pero no fue asi; las figuras 9 y 10 muestran que solo el
tratamiento 3 tuvo una diferencia significativa en la produccién de
escopolamina en los primeros dias de cultivo. Por el contrario, en los
tratamientos 1 y 2 la adicién del precursor llegd a tener un efecto negativo. La
ruta biosintetica de alcaloides del tropano es larga y compleja (ver figura 3) y
funciona de una manera complicada.

En primer lugar en los experimentos de referencia se encontré que ADC y ODC
(ver figura 11) presentan un potencial enorme limitante del flujo, en contraste
con las otras enzimas de la ruta biosintética (putrescina N-metiltransferasa,
PMT; diamina oxidasa, DAO; tropinona reductasa, TR; e hiosciamina 63-
hidroxilasa, H6H), hecho que fue compobado por Nussbaumer et al., (1998).
Esto quiere decir que un exceso de L-Arginina u L-Ornitina no garantizan una
sobreproduccion de los alcaloides del tropano, porque no se dispone de una
actividad suficiente de ODC o ADC para metabolizarlos y por consiguiente que
sean incorporados e ingresen a la ruta biosintética.

/Ornitina \

I Arginina . NH
HOOC NH, NH
2 N HOOC” "NH, NH—|~L
¢ NH,,
OoDC +ADC
Putrescina — o) - NH
H,N NH, H,N NH—“\NH H,N NH—LL
2 NH
PMT N-Carbamilputrescina Agmatina ‘

S /

Figura 11 Ruta biosintética de la putrescina

De acuerdo con Zhang et al., (2004) es posible incrementar la productividad si
se estimula la enzima limitante del flujo, que para este trabajo se logro con el
( )|
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tratamiento 3 sobre la ADC; pero a pesar de esto, muchas rutas biosintéticas
tienen mas de un paso limitante al flujo. Moyano et al., (2007) defini6 dos
enzimas claves para la biosintesis de alcaloides del tropano, la PMT Y H6H,
puesto que su sobreexpresion indujo una alta produccion de escopolamina. De
igual manera Humphrey et al., (2001) encontré que la reduccion de la tropina,
para la formacion de escopolamina, realizada por la enzima TR-I (tropinona
reductasa-l) compite con TR-Il (tropinona reductasa-ll) que produce las
calistegeninas y sigue la misma ruta biosintética de los alcaloides del tropano.

Ademas, de estos pasos se ha encontrado que la esterificacién de la tropina
representa una limitante severa al flujo, llegando a la conclusion que la
regulacion para la formacion de alcaloides del tropano es compleja, con un
namero de sitios potenciales en los cuales puede ocurrir restriccion al flujo
(Robins et al., 1991a) hecho que esta de acuerdo a lo planteado por Hakkinen
et al., (2005) al considerar que el problema principal para la sobreproduccién
escopolamina, es la complejidad de las rutas biosintéticas en las cuales se
desconocen enzimas y genes reguladores claves en las vias que siguen los
alcaloides del tropano (Li et al., 2006).

A pesar de lo anterior es posible incrementar la actividad de las enzimas para
estimular la produccion de los compuestos deseados, mediante su
sobreexpresion y la elicitacién con precursores (Zhang et al., 2004).

En el caso del tratamiento 3 se mostro una sobreproduccion de escopolamina,
lo cual puede indicar que bajo ciertas condiciones puede ocurrir una activacion
general del flujo hacia la formacion de alcaloides. En este trabajo solo se
presenta un resultado que debe ser sujeto a futuros estudios para clarificar este
comportamiento de las raices normales sobre la biosintesis de MS.

5.5. Identificacion y Cuantificacion de Escopolamina

Las raices cultivadas in vitro de B. candida del control y los tres tratamientos,
producen alcaloides del tropano. Como se comprobd al evaluar por TLC y
HPLC muestras que permitieron evidenciar la presencia de escopolamina.

TLC: se realizaron cromatografias en placas de aliumina, reveladas con el
reactivo de Dragendorff y utilizando como eluente 2 mL del sistema
CH,Cl,:MeOH:H,0 (85:14:1, v/viv) dando los siguientes resultados:

Muestra [ R¢ |

Patron 0.44
Extracto 0.41

Rs: Factor de retardo

HPLC: se hicieron inyecciones de estandares y de extractos. La fase mévil que
permitié una separaciéon e identificacién optima fue la de Buffer de fosfato de
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potasio 30 mM a pH 6.0-metanol (80:20). En estas condiciones experimentales
en ambos casos la escopolamina presenté un tiempo de retencion t, = 0.796
min como se muestra en la figura 12.

DAD1 B, Sig=210,4 Ref=360,100 (291007\EDWING000028.D)

mAU

0.786

NN W
n O om -

9
1.134

Figura 12 Reporte cromatogréfico de la cuantificacion de escopolamina en
raices normales in vitro elicitadas con L-Arginina a 1000 mg/L

5.6. Validacion del Método de Cuantificacion de Escopolamina por HPLC

La validacion del método de HPLC, que permitié cuantificar la concentracion y
produccion de escopolamina del control y los tres tratamientos, se fundamento
en la curva de calibracion realizada con las 6 soluciones estandar lo cual se
muestra en la figura 13. A partir de esta curva de calibracién se cuantifico la
escopolamina en las muestras.

5.6.1 Curva de Calibracion

A continuacioén se describen algunos parametros importantes con relacion a la
valides del método empleado en este trabajo para evaluar escopolamina.

5.6.1.1. Linealidad

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentracion del analito y su respuesta. El programa HP ChemStation calculo
la curva de calibracidon con la curva de regresion que tiene los siguientes
valores para la formulaY =mX + b :

e m=2.99530
e b=5427701

La pendiente “m” se relaciona con la sensibilidad del método y “b” con el
estimador de la ordenada al origen.
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Calibration Curves
;r;; ! Escopolamina at exp. RT: 0.797
] 3 | DAD1 B, Sig=210,4 Ref=360,100
300 - Correlation: 0.99730
Residual Std. Dev.: 7.80930
250 Formula: y = mx + b
; * m: 2.99530
it o8 a b: 54.27701
150 = x: Amount [ng/ul]
: Area
100 9 Y
e
50
0 . ®
0 50 100
Amount[ng/ul]

Figura 13 Curva de calibracién de la escopolamina hecha en HPLC

5.6.1.2. Intervalos de Confianza de los Parametros de Linealidad

Al realizar las operaciones presentadas en el anexo 3 con ayuda del programa
Microsoft Office Excel 2007 se determinaron los siguientes valores:

Intervalo de Intervalo de b
“m”

60.9990 0.034860 1.6382 | 2.9270;3.0636 | 51.0661,;57.4879

Estos resultados presentan rangos pequefios, entonces se tiene una alta
probabilidad que los datos reportados sean exactos.

El valor lejos del origen de b = 54.27701 obtenido para la cuantificacion de
escopolamina es comun en estos experimentos, como se observa en los
trabajos de Mroczek et al., (2006) con b = -69.14 y de Kursinszki et al., (2005)
con b = -52.16; aunque en otros trabajos se puede destacar la cercania de “b”
al origen como en los trabajos de Dupraz et al., (1993) con b = -0.035 y de
Gallego et al., (2003) con b = 1.95. Por lo anterior podemos concluir que el
valor de b es variable segun la metodologia empleada y que se acepta en un
amplio rango de valores.

Por su parte el valor de m = 2.99530 obtenido para la cuantificacion de
escopolamina es cercano con el encontrado en algunas referencias
bibliograficas, siendo m = 1.267 para Dupraz et al., (1993) y m = 2.419 para
Gallego et al., (2003) quienes trabajaron en el mismo laboratorio. Pero en
algunos casos se muestra como un valor bajo si lo comparamos con el m =
16.992 de Mroczek et al., (2006) y el m = 18.058 de Kursinszki et al., (2005).
Cabe destacar que un valor alto de “m” indica una alta sensibilidad que
depende de la eleccibn del método analitico, que para este trabajo es
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aceptable por presentar, como para el caso de “b”, un amplio rango de valores
y por estar apoyado por otros parametros estadisticos como el coeficiente de
regresion lineal.

5.6.2. Coeficiente de Regresion Lineal

De acuerdo con Quattrocchi et al., (1992) el valor r = 1 indica una recta
perfectamente lineal, r = -1 una recta perfectamente lineal de pendiente
negativa y r = 0 la no correlacion entre X y Y. En la practica es generalmente
mayor que 0.99, razén por la cual el “r’ obtenido para escopolamina con la
curva de calibracion de la figura 13 de 0.99730 es aceptable e indica una
buena correlacion entre la concentracion de escopolamina y la respuesta del
equipo.

Ademas si comparamos el valor de “r” obtenido, con el r = 0.99686 de Mroczek
et al., (2006), el r = 0.99560 de Theodoridis et al., (2003) y el r = 0.99870 de
Kang et al., (2004) observamos que el r = 0.99730 de esta investigacion indica
una linealidad suficiente que permite tomar la curva de calibracion de la figura
13 para la perfecta cuantificacion de escopolamina sin importar que sea un
valor inferior al r = 0.99971 de Gallego et al., (2003) y r = 0.99996 de Kursinszki
et al., (2005).

5.6.3. Precisién

La precisidon estéa relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de un
valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos
individuales cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de
una muestra homogénea (Quattrocchi et al., 1992).

La precision del método analitico se estudio sobre las soluciones estandar
(sistemas) (Quattrocchi et al., 1992) arrojando los resultados de la tabla 11.

Tabla 11 Precision del método analitico y sus sistemas

S(Iritge/T)a ‘ Area X® ‘ s®@ ‘ RSD (%) ‘ Limites de conflanza

54.97086 2.11530 3.84804 52.85556,;57.08616
63.96433 2.75333 4.30447 61.21100;66.71766 ||

78.54420 1.81932 2.31630 76.72488; 80.36352 I
137.85589 0.51949 0.37684 137.33640;138.37538
215.83840 1.67624 0.77662 214.16216;217.51464
346.59099 0.51071 0.14735 346.08028;347.10170

(1) Area promedio
(2) Desviacion estandar

Por la medida de RSD sobre los sistemas se tiene el efecto causado por las
diluciones. Se observa que a medida que la concentracion del sistema
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disminuye el RSD tiende a aumentar, es decir, que se introduce error por cada
dilucion realizada, cuya magnitud depende de la técnica empleada y la
experiencia del operador. Este hecho también fue demostrado por Kursinszki
et al., (2005) en su trabajo con escopolamina al tener un RSD = 0.5 para una
concentracion de 40 mg/L y un RSD = 0.1 para su concentracion de 100 mg/L.
El error introducido por las diluciones es valido no solo para alcaloides del
tropano, sino también para otro tipo de compuestos como los aminoacidos,
hecho mostrado por Huang et al.,, (2003) con L-Arginina que para una
concentracion de 10 pmol/L tuvo un RSD = 6.8 y para una concentracion de 60
umol /L tuvo un RSD = 3.1.

De la tabla 11 se deduce un RSD = 1.9616%, menor al 2% internacionalmente
aceptado y que nos indica que la curva de calibracion de la figura 13 fue
apropiada para la cuantificacion de la escopolamina extraida de las raices
normales in vitro de B. candida elicitadas con L-Arginina (Quattrocchi et al.,
1992).
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CONCLUSIONES

Se mantuvo las raices de Brugmansia candida en condiciones in vitro
empleando el medio nutritivo Schenk and Hildebrandt (SH) (1972) en
estado liquido, suplementado con 3% de sacarosa y 3 mg/L de ANA con
agitacion sobre un shaker rotatorio a 80 rpm en la oscuridad y
temperatura ambiente (21°C).

La escopolamina fue identificada y cuantificada por HPLC, presentando
un tiempo de retencion de 0.796 min.

La elicitacion con L-Arginina aumento la produccidon de escopolamina en
el tratamiento 3 y disminuyé el crecimiento de la biomasa en los tres
tratamientos, proporcionalmente a su concentracion.

El experimento del tratamiento 3, fue el mas apropiado para la obtencion
de escopolamina, con 1.0134% el dia 15 (tiempo de cultivo corto, poca
masa para la extraccion y alta concentracién de escopolamina en las
raices.)
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RECOMENDACIONES
Tomar mas muestras por dato reportado y hacer un triplicado del
experimento.

Emplear la técnica de Extraccién en Fase Solida (EFS) en lugar de la
extraccion por Soxhlet.

Realizar los experimentos con otro precursor como L-Ornitina
combinado con el estudio de consumo de sacarosa y nitrégeno.

Evaluar la presencia de escopolamina en el medio.
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ANEXO 1

Tabla 12 Preparacion del medio de cultivo Schenk and Hildebrand (SH)(1972).

Volumen
Llevara | []sIn | atomar

Stock Masa Concentraciéon
nGmero Componente (ma) volumen | Stock | parall final (mg/L)
de (mL) | (mg/L) de
medio
1 KNO3 2500 * * * 2500
MnSO,eH,O 165 6600 11.2
2 MgSQO,e7H,0 5000 25 200000 2 400
ZnS0O,e7H,0 12.5 500 1
H;BO3 50 5000 5
CuS0,e5H,0 ! 312 0.3125
3 Kl 10 10 1000 1 1
Na,MoO,e2H,0 2 100 0.1
CoCl,e6H,0 3 100 0.1
4 NHsH,PO, 3750 25 150000 2 300
Na,EDTAe2H,O 250 o5 10000 5 20
FeSO,e7H,0 187.5 7500 15
6 CaCl,e2H,0 2500 25 100000 2 200

'Solucién 1. Pesar 10 mg de CuSO,e5H,0, disolver en 10 mL de agua.
2Solucién 2. Pesar 10 mg de Na,MoO,e2H,0, disolver en 10 mL de agua.
3Solucién 3. Pesar 10 mg de CoCl,e6H,0, disolver en 10 mL de agua.

Tomar 3.125 mL de la solucién 1, 1.0 mL de la solucién 2, 1.0 mL de la solucion
3y aforar a 10 mL.

Tabla 13 Preparacién de vitaminas para el medio SH (Gallego et al., 2003)

., Vol. Para
Concentracion

Vitamina Masa Volumen de la solucién 1L de Concentracién
(mg) final (mL) medio SH final (mg/L)
(mg/L)
(mL)

Niacina 10 10 1000 5.0 5.0
Piridoxina 10 10 1000 0.5 0.5
Tiamina 10 10 1000 5.0 5.0
Mioinositol 1000 & & td 1000

(5]
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ANEXO 2

Diagrama de flujo para preparar 1.0 L de medio de cultivo liquido Schenk y

Hildebrant (SH) (1972)
l Balon volumétrico de 1.0 L '

Adicionar 250.0 mL de agua destilada

Pesar 2.5 g de KNO; (Stock 1) '
l Adicionar 2.0 mL de solucién stock 2 '

Adicionar 1.0 mL de solucién stock 3

Adicionar 2.0 mL de solucién stock 4

Adicionar 2.0 mL de solucién stock 5

Adicionar 2.0 mL de solucién stock 6

Pesar 1.0 g de mioinositol

Adicionar 5.0 mL de solucién de niacina

__,
_ﬁﬁ
,_ﬁ
SyTT————
BT T
T
Adicionar 0.5 mL de solucién de piridoxina '
TE———
SEET——
ST
" Sonwetmedn otasso g y sz 25 soans 2w

Adicionar 5.0 mL de solucién de tiamina

Adicionar 30.0 g de sacarosa

Aforar a 1000.0 mL

Ajustar el pH a 5.8

Adicionar 8.0 g de agar

Disolver el agar

Servir el medio en frascos, tapar y esterilizar a 125 psi durante 20 min

Figura 14 Diagrama de flujo para preparar 1.0 L de medio de cultivo SH
( |
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ANEXO 3

En este anexo se presentan las ecuaciones con las que se desarrollo la
validacién del método analitico y se realiz6 la regresion lineal de las curvas de
crecimiento.

% Linealidad

Para la ecuacion Y = mX + b:

S(xi-vi) - XL
m =

ZXiZ _ (Zil(l)z

[ , _LVi-mEXi J
n

% Coeficiente de Regresion Lineal

. Z(Xi-Yi)_w
- ST

R

+ Intervalos de Confianza

2
Sty

ZXl'Z _ (251(1)2

Sm =

n—2

[ oo _ZViZ—b-SVi-m-R(Xi-YD) ]
xy —

Xi?
Sb = (S%I'Z )
\

n

Donde “n” es el numero de las medidas, "Xi" es el valor de las concentraciones
y "Yi" es el valor del area medido en el ensayo.

(5]
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< Presicion

J[Z? (X — X)? ]

Donde "X" es el estimador de la media poblacional p, calculado como:

X: ?=1Xi
n

rsp < 5100
X

Donde “n” es el numero de las medidas y “Xi” es el valor medido en el ensayo.
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