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Resumen. Los alcaloides son uno de los grupos de metabolitos
secundarios més diversos encontrados en |os organismos vivos. Este
grupo incluye alrededor de 12,000 productos, entre los cuales se
encuentran los alcaloides inddlicos, acaloides derivados del triptofa-
no que conforman alrededor de la cuarta parte de todos ellos. Los
alcaloides se han reportado en varias familias vegetales, pero princi-
palmente en las Apocinacea, Loganiaceae y Rubiaceae, todas del
orden Gentianales. Entre |os a caloides mas importantes se tiene alos
de tipo bisinddlico como la vinblastina, utilizada en €l tratamiento del
mal de Hodgkin, y a la vincristina empleada en el tratamiento de la
leucemia; ademas de los alcaloides monoterpén-inddlicos ajmalicina
y serpentina utilizados como agentes antihipertensivos contra las
arritmias cardiacas y € mejoramiento de la circulacion cerebral. La
complgjidad de los procesos genéticos, cataliticos y de transporte en
la biosintesis de los acaloides monoterpén inddlicos, es actualmente
uno de los retos intelectual es més estimulantes en el &rea de los meta-
bolitos secundarios. Si bien se requieren més de 50 pasos metabdlicos
para sintetizar los alcaloides méas importantes producidos por C.
roseus, hasta ahora solamente se han determinado y caracterizado, en
algun grado, 20 de las enzimas requeridas. Faltan aln por elucidar un
importante nimero de pasos metabolicos, para después purificar las
correspondientes enzimas e intentar clonar sus genes. También es
necesario elucidar los diversos aspectos de la regulacién de la biosin-
tesis de los alcaloides, tanto en el nivel celular como en el molecular,
pero sobre todo determinar cual es su funcién en las plantas que los
producen. En esta revisién se presenta un andlisis del estado actual
que guarda el conocimiento en las rutas de biosintesis de los acaloi-
des monoterpén-inddlicos en C. roseus.

Palabras clave: Catharanthus roseus, alcaloide, biosintesis,
metabolitos secundarios.

Abstract. Alkaloids are one of most diverse groups of secondary
metabolites found in living organisms. This group includes around
12,000 products, among them we can find indole alkaloids, which are
derived from tryptophan and comprise around 25% of all akaloids.
These types of alkaloids are present in several family plants, mainly
Apocinaceae, Loganiaceae and Rubiaceae, all of them from the
Gentiales order. The most economically important alkaloids are the
bisindolics vinblastine, used for treating Hodgkin's disease, and vin-
cristine, used for children’s leukemia. Furthermore, the monoterpene
alkaloids gjmalicine and serpentine are utilized as antihypertensive
agents against cardiac arrythmias and the improvement of the brain's
blood circulation. The complexity of the genetic, catalytic and trans-
port processes of the monoterpene indole alkaloid biosynthesis are
actually one of the more stimulating intellectual challenges in plant
secondary metabolism field. More than 50 metabolic steps are requi-
red to synthetize the most important alkaloids in Catharanthus
roseus. Until now about only 20 of the 50 enzymes required for their
biosynthesis have been determined and characterized. Hence, there is
still an important number of enzymes that need to be characterized
and genes to be isolated and cloned. It is also fundamental to elucida-
te the regulatory aspects of their biosynthesis, both at the cellular and
the molecular level, in order to address the question of their function
in the plants producing them. In this review, an analysis of the state
of the art related to the biosynthesis of the monoterpene indole aka-
loidsis presented.

Keywords: Catharanthus roseus, alkaloid, biosynthesis,
secundary metabolism.

I ntroduccién

Los alcaloides son uno de los grupos més diversos de metabo-
litos secundarios encontrados en los organismos vivos. Si bien
los alcaloides han sido aislados tradicionalmente de las plan-
tas, de las cuales alrededor del 20% los contienen [1], actual-
mente se ha reportado |a presencia de un nimero creciente de
este tipo de metabolitos en animales, insectos, invertebrados
marinos y microorganismos [2]. Una gran cantidad de alcaloi-
des han sido empleados en la medicina, y muchos de ellos aln
son prominentes farmacos hoy en dia[3].

En el grupo de sustancias quimicas conocidas como alca-
loides, alrededor de unas 12,000 [1], se agrupan a una gran
variedad de constituyentes quimicos, por |o que estos metabo-
litos se han estructurado de acuerdo con su origen biogenético.

Con base en esta clasificacion se tienen cuatro grupos: 1) alca-
loides derivados de aminoécidos tales como ornitina/arginina,
lising, histidina, fenilalaninaltirosina, triptofano, y del acido
antranilico y el &cido nicotinico; 2) alcaloides purinicos; 3)
terpenos aminados 'y 4) alcaloides policétidos.

Entre los al cal oides derivados del triptofano se encuentran
los acaloides inddlicos, mismos que pueden ser reagrupados
en monoterpernos o indol terpenos (iridoides). Dentro del
grupo de alcaloides inddlicos existen numerosos subgrupos,
los cuales dependen del modo de ciclizacion después de la
remocion del residuo de glucosa de la estrictosidina (Figura
1). En este caso se pueden reconocer 8 subgrupos: corinante,
aspidosperma, iboga, estricnano, plumerano, eburnano, vale-
siacontamano y aparicino [4].
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Fig. 1. Alcaloides inddlicos sintetizados a partir de la estrictosidina [4, 5].

Alcaloides monoter pén inddlicos

Los alcaloides monoterpén-inddlicos (AMIs) conforman una
familia de més de 3,000 miembros, de |os cuales sdlo en agu-
nos casos se conoce su efecto fisiolégico en los mamiferos [6;
7]. Este tipo de a caloides se han encontrado en varias familias
vegetales, pero principalmente en las Apocinacea,
Loganiaceae, Nissaceae y Rubiaceae, todas del orden
Gentianales. Entre las plantas més conocidas y estudiadas que
producen AMIs se tienen a Catharanthus roseus,
Tabernaemontana divaricata y Rauvolfia serpentina [8,9].

Catharanthus roseus

Catharanthus roseus (L.) G. Don, es una planta perenne de la
familia de las Apocinaceas de distribucién pantropical origi-
naria de Madagascar, que ha sido cultivada con fines orna-
mental es gracias a que durante la mayor parte del afio presenta
flores de color rosa o blanco [10]. Esta planta ha sido usada en
la medicina tradicional como agente hipoglucémico [11]; el
interés por esta planta se debe a que sigue siendo una fuente
importante de agentes quimioterapéuticos con actividad anti-
cancerigena [3,10] y a que produce una gran variedad de
AMIs [10,12], la mayoria de los cuales poseen actividad far-
macoldgica. Entre los acaloides mas importantes producidos
por C. roseus estén los del tipo bisinddlico que incluyen ala
vinblastina, utilizada en el tratamiento del mal de Hodgkin
[3], y alavincristina empleada en el tratamiento de la leuce-
mia [3]; esta planta también produce los agentes antihiperten-
sivos gimalicina y serpentina [13] utilizados contra las arrit-

mias cardiacas y €l mejoramiento de la circulacién cerebral [3;
14]. Actualmente el costo de la vinblastina en el mercado es
de aproximadamente un millén de délares por kilogramo;
teniéndose una produccién anual de 12 Kg. Por otra parte, la
vincristina alcanza un costo de 3.5 millones de délares por
kilogramo y su produccion anua es de 1 kilogramo. El alto
costo de estos acaloides se debe a que encuentran en concen-
traciones muy bajas en la planta (alrededor de 0.0005% PS) y
su extraccion se lleva a cabo en presencia de otros 200 alcaloi-
des con propiedades quimicasy fisicas similares [15,16].

Esta problematica planted la necesidad de encontrar fuen-
tes alternas para la obtencion de alcaloides bisinddlicos. Al
principio de la década de los ochentas se pensaba que €l culti-
vo de tejidos vegetales podria ser la alternativa; sin embargo,
hasta ahora, y después de un gran esfuerzo de investigacion,
los alcaloides de importancia farmacol égica de C. roseus solo
han sido obtenidos en concentraciones muy bajas [12,14,17,
18]. Entre las principales causas de la falta de éxito para la
obtencion de alcaloides y otros productos de importancia eco-
noémica a partir de cultivo de tejidos vegetales, se encuentra la
falta de conocimiento de las vias de biosintesis y degradacion
de estos productos.

Biosintesisde AMIS

Labiosintesis de los AMIs producidos por C. roseus (Figura
2) es extremadamente compleja y requiere de la conjuncién
de dos vias metabdlicas: la via inddlica y la via terpénica
[19,20].
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Fig. 2. Estructura de los AMIs: aimalicina (A), catarantina (B), vindolina (C) alcaloides monoterpén-inddlicos y de los alcaloides bisinddlicos

vincristina (D, VCR) y vinblastina (D, VLB).

La enzima L-aminoacido-aroméatico carboxi-liasa (EC
4.1.1.28)* (nc = triptofano descarboxilasa) cataliza la conver-
sién de L-triptofano a L-triptamina, €l derivado indélico de
los AMIsy de esta manera deriva triptofano hacia el metabo-
lismo secundario. La triptamina y la secologanina, € precur-
sor monoterpén-glucoiridoide, son condensados para formar
estrictosiding, un glucoalcaloide precursor de todos los alca
loides aislados de C. roseus. La enzima que cataliza la con-
densacion de la triptamina y de la secologanina es la 3-a/(S)-
estrictosidina triptamina-liasa (EC 4.3.3.2) (nc = estrictosidina
sintasa).

Los precursores inmediatos de los AMIs, triptamina y
secologanina, requieren a su de vez precursores provenientes
del metabolismo primario. En las plantas, a igua que en los
animales y los microorganismos, los precursores de los ami-
noéacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptofano provie-
nen de la via metabdlicadel &cido shikimico [21,22].

Biosintesis de secologanina

Laviade mevaonato que dalugar ala biosintesis de la seco-
loganina, es una ruta mucho méas complgjay ramificada que la
viadel &cido shikimico. Las plantas poseen dos rutas indepen-
dientes de biosintesis del isopentenil pirofosfato para la for-
macion de isoprenoides que funcionan en compartimientos
celulares diferentes: 1) la ruta clésica del acetato/mevalonato

lia primera vez que se nombra una enzima se da el nombre sistemético y el
namero asignado por la Comision de Enzimas (EC) de la IUBMB
(www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) y entre paréntesis se da el nombre
comun; a partir de la segunda vez que se nombra la enzima, y en los pies de
las figuras se utiliza e nombre coman.

parala biosintesis de terpenoides en €l citoplasma, y 2) laruta
de la 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato en los plastidos (Figura 3)
[23,24].

La ruta metabdlica del mevalonato estd basada en las
investigaciones realizadas sobre la biosintesis de los esteroles,
principalmente en mamiferos y levaduras [34]. En las plantas
estos mecanismos son similares, sin embargo, la cantidad de
productos finales que sintetizan los vegetales a partir de esta
mol écula, es mucho mayor.

Laviade mevalonato se inicia con la conjugacion de dos
moléculas de acetil-CoA por la acetil-CoA:acetil-CoA C-ace-
tiltransferasa (EC 2.3.1.9) (nc = acetil-CoA C-acetiltransfera-
sa) (Reaccion 1, figura 3). En el siguiente paso la acetilo-
CoA:acetoacetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.3.10) (nc =
hidroximetilglutaril-CoA sintasa) une a acetoacetil-CoA con
otra molécula de acetil-CoA para formar la 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA (Reaccion 2, figura 3), la cua es reducida a (R)-
mevalonato por la enzima (R)-mevalonato:NADP oxidorre-
ductasa-CoA (CoA-acetilante) (EC 1.1.1.34) (nc = hidroxime-
tilglutaril-CoA reductasa, HMGR) (Reaccién 3, figura 3). El
(R)-mevalonato es fosforilado dos veces, primero por la
ATP:(R)-meval onato-5-fosfotransferasa (EC 2.7.1.36) (nc =
mevalonato cinasa) (Reaccion 4, figura 3) y luego por la
ATP:(R)-5-fosfomevalonato fosfotransferasa (EC 2.7.4.2) (nc
= fosfomevalonato cinasa) (Reaccion 5, figura 3) para obtener
(R)-5-difosfomevalonato. Por Ultimo, el (R)-5-difosfomevalo-
nato es descarboxilado por la ATP:(R)-5-difosfomevalonato
carboxiliasa (deshidratante) (EC 4.1.1.33) (nc = difosfomeva
lonato descarboxilasa) a isopentenil pirofosfato (I1PP)
(Reaccién 6, figura 3).

El IPP es convertido a su isdbmero reactivo e dimetilalil
difosfato (DMAPP) por la isopentenil-difosfato A3-A2 isome-
rasa (EC 5.3.3.2) (nc = isopentenil-difosfato A-isomerasa)
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Fig. 3. Ruta paralabiosintesis del isopentenil pirofosfato (IPP). Los nimeros dentro del circulo indican las enzimas: acetil-CoA C-acetiltransfe-
rasa (1); 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa (2); 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa (3); mevalonato cinasa (4); 5-fosfomevalonato cina-
sa (5); difosfomevalonato descarboxilasa (6); 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (7); 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa (8); 2-C-
metil-D-eritriol 4-fosfato citidiltransferasa (9); 4-(citidina 5'-difosfo)-2-C-metil-D-eritriol cinasa (10); 2-C-metil-D-eritriol 2,4-ciclodifosfato
sintasa (11); 4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-il difosfato sintasa (12); 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa (13), isopentenil difosfato iso-
merasa (14) [23-33].
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(Reaccion 14, figura 3; reaccion 1, figura 4). La condensacion
del DMAPP con una molécula de | PP es llevada a cabo por la
dimetilalil-difosfato:isopentenil-difosfato dimetilaliltrans-
transferasa (EC 2.5.1.1) (nc = dimetilaliltrans transferasa)
(Reaccion 2, figura4) y genera €l geranil-difosfato (GPP), ini-
ciandose de esta forma la biosintesis de los monoterpenos;
posteriormente la geranil-difosfato:isopentenil-difosfato gera-
niltranstransferasa (EC 2.5.1.10) (nc = geraniltranstransfera-
sa) cataliza la unién del GPP con una molécula de IPP y pro-
ducir trans, trans-farnesil difosfato (Reaccion 3, figura 4) y
dirigirse a la biosintesis de los sesquiterpenos, triterpenos,
diterpenos, etc. [35] (Figura 4). A diferencia de los animales,
en las plantas algunas de las enzimas descritas para esta parte
de la ruta se encuentran formando complejos multienzimati-
cos; en rébano (Raphanus sativus) [36] y en C. roseus [37] se
ha detectado la existencia de una enzima membranal que pre-
senta la actividad de acetoacetil-CoA C-acetiltransferasay de
hidroximetilglutaril-CoA sintasajuntas.

Hasta principios de la década de los noventas se creia que
todos los isoprenoides eran biosintetizados a partir de mevalo-
nato [38-41] y que la enzima HMGR podria representar un
paso limitante para la biosintesis de los isoprenoides vegeta-
les, como ocurre para la biosintesis del colesterol en los ani-
males [42]. También se pensaba que €l |PP se biosintetizaba
exclusivamente en €l citosol y se metabolizaba alli mismo, o
se transportaba a los pléastidos. Sin embargo, Heintze et al.
[43], observaron que los pléastidos de trigo son capaces de bio-
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sintetizar carotenos a partir de [14C]-acetato, lo que sugiere
gue en €ellos también se lleva a cabo |a biosintesis de I1PP.
Como se creia que la HMGR tendria que estar involucrada (y
ésta se localiza en el reticulo endoplasmico) se propuso la
existencia de una HMGR plastidica. Sin embargo, este no fue
el caso, o que se obtuvo fue una nueva ruta metabdlica parala
sintesis del PP plastidico [44, 45].

Laruta de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa, descu-
bierta en Escherichia coli por Rohmer et al. [48], seiniciacon
la condensacion entre €l piruvato y € gliceraldehido-3-P para
dar la 1-deoxi-D-xilulosa-5-P, en una reaccién dependiente de
tiamina y catalizada por la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sin-
tasa (EC 2.2.1.7) [49] (Reaccion 7, figura 3). Esta enzima fue
aislada por primera vez en plantas de Mentha x piperita y
tiene una masa molecular de 71 kDa [50]. En las plantas esta
via alterna de biosintesis genera el PP en los pléstidos para la
biosintesis de isoprenoides, [25,27,49,50].

De acuerdo con Contin et al. [51], la secologanina provie-
ne principalmente de la via alterna de biosintesis del 1PP, aun-
que los datos de la literatura sugieren que la via del mevalona
to también participa en la biosintesis de este monoterpeno, s
bien en menor grado. En nuestro laboratorio hemos determina-
do que raices transformadas de C. roseus, llevando la HMGR
truncada de hamster sin el dominio por €l cual se une ala
membrana, son capaces de madificar la biosintesis de alcaloi-
desy de esteroles [52]. En el caso con menor actividad de la
enzima soluble se obtuvo un aumento en la biosintesis de
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Fig. 4. Biosintesis de isoprenoides. Los niimeros dentro del circulo indican las enzimas: isopentenil-difosfato D-isomerasa (1), dimetilaliltrans-
transferasa (2); geraniltranstransferasa (3); farnesiltranstransferasa (4) [30,46,47].
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aimalicinay de catarantina a mismo tiempo que disminuyo6 la
biosintesis de campesterol. Cuando la actividad de la HMGR
soluble fue maxima, no se detect6 catarantina y los niveles de
campesterol y serpentina aumentaron [52].

La coexistencia de ambas vias también se ha propuesto
para la biosintesis de otros terpenos como el -caroteno, €l
fitol y laluteinaen C. roseus[26] y paralos sesquiterpenos de
Matricaria recutita [25].

En C. roseus sdlo se han determinado algunas de las enzi-
mas que se requieren para la biosintesis de la secologanina
(Figura 5); las enzimas mejor conocidas son la HMGR
(Reaccion 3, figura 3), enzima que biosintetiza a mevalonato
[12]; la geraniol 10-hidroxilasa (Reaccion 3, figura 5), deter-
minada, aislada y purificada de suspensiones celulares [53-
55]; la enzima NADPH:citocromo P-450 reductasa, reconoci-
da como un componente de la geraniol 10-hidroxilasa, fue
purificada hasta homogeneidad por cromatografia de inter-
cambio iénico [56]; una monoterpeno-alcohol oxido-reductasa
no especifica soluble que funciona en presencia de NAD(P)*
(Reaccion 4, figura 5), capaz de catalizar la oxidacion del 10-
hidroxigeraniol alos correspondientes aldehidos [57].

Recientemente nuestro grupo ha sido capaz de determinar
en raices transformadas de C. roseus y utilizando el verdadero
sustrato de la monoterpén iridodial ciclasa, la enzima que
cataliza la primera ciclizacion en la via de biosintesis de la
secologanina (Reaccion 5, figura 5) [58]. También se ha deter-
minado a la (S)-adenosil-L-metionina-&cido logénico-metil-
transferasa, en semillas de C. roseus; esta enzima cataliza la
formacion de loganina a partir de acido loganico o del écido
secologanico y de la (S)-adenosil-L-metionina (Reaccion 6,
figura 5) [59]. Recientemente se ha determinado la secologa-
nina sintasa (Reaccion 7, figura 5), una proteina de la familia
de las P450 [60, 61]. No todas las enzimas han sido purifica-
das y Unicamente la geraniol 10-hidroxilasa se ha visto que es
inhibida por uno de los acaloides producidos por C. roseus, la
catarantina.

En general se sabe muy poco sobre la biosintesis de la
secologanina. La ruta se ha postulado a partir de experimentos
Ilevados a cabo con trazadores in vivo administrando glucosa,
mevalonato, geraniol u otros precursores intermedios marce-
dos con 3H o *C. Para €ello se han empleado suspensiones
celulares de C. roseus, Rawolfia serpentina, Gardenia jasmi-
noides, Teucrium marum y Nepetia cataria, asi como plantas
de diversas especies del género Lonicera [51]. El primer pro-
ducto que compromete a los esquel etos hidrocarbonados hacia
la biosintesis del monaoterpeno es € geraniol. Se ha propuesto
gue entre éste y la secologanina existen al menos 11 pasos
enzimaticos, de las cuales Unicamente se conocen seis. la
geraniol 10-hidroxilasa (Reaccion 3, figura 5), la
NADP*:monoterpén oxidorreductasa (Reaccion 4, figura5), la
monoterpén (iridodial) ciclasa (Reaccién 5, figura 5), la 7-
deoxiloganina, NADPH:oxigeno oxidorreductasa (7o-hidrola-
sa) (EC 1.14.13.74) (Reacciones 6 y 8, figura 5), la (S)-adeno-
sil-L- metionina:loganato 11-O-metiltransferasa (EC 2.1.1.50)
(Reacciones 7 y 10, figura 5), la loganina:oxigeno oxidorre-
ductasa (EC 1.3.3.9) (Reacciones 9 y 11, figura 5). La mayo-
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ria de estas enzimas se han caracterizado de manera superfi-
cial por lo que se sabe poco sobre ellas.

Se ha propuesto que €l primer paso de regulacion en la
biosintesis de la secologanina se encuentra a nivel de la oxi-
genacion del geraniol. Lareaccion es catalizada por la enzima
geraniol 10-hidroxilasa (Reaccién 3, figura 5) y se ha sugerido
gue esta enzima es la que compromete |os esquel etos carbona
dos ala biosintesis de la secologanina. Algunas observaciones
gue apoyan € hecho de que esta enzima pudiera representar
un punto de control son: su actividad es inducida en condicio-
nes en las que se produce un aumento en el contenido de alca-
loides e, inversamente, la adicién de fosfatos, que provoca una
disminucion en el contenido de alcaloides, inhibe su actividad
[63]. Otras condiciones que provocan un aumento o una dis-
minucion en el contenido de alcaloides también correlacionan
con la actividad de la geraniol 10-hidroxilasa [53], por 1o que
su papel parece fundamental para la biosintesis de este tipo de
metabolitos. Ademés, esta enzima es inhibida por la cataranti-
na (K;=1 mM) [64], lo cual pudiera tener un significado fisio-
l6gico al acumularse este alcaloide en el mismo organelo, e
inhibirla por producto final [19].

Como se mencioné con anterioridad s6lo se conocen
algunas de las enzimas de la ruta de biosintesis de |a secol oga-
nina, a continuacién se hace un andlisis de las enzimas que
mejor se conocen.

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa. Mientras que en
células animales y en levaduras participan dos enzimas en la
biosintesis de la hidroximetilglutaril-CoA [la acetil-CoA C-
acetiltrans transferasa (EC 2.3.1.9) (Reaccion 1, figura3) y la
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa (EC 2.3.3.109
(Reaccion 2, figura 3)], en las plantas parece ser que es una
sola enzima la encargada de ambas reacciones. Aun cuando €l
equilibrio de la reaccién de la tiolasa esta orientado hacia la
formacion de la acetil-CoA, mas que hacia la biosintesis de la
acetoacetil-CoA, la razon de lo anterior reside en el mecanis-
mo de la reaccién, pues incluye una condensacion tipo
Claisen, ya que una de las dos moléculas de acetil-CoA actla
como un carbanion que luego se adiciona nucleofilicamente
sobre |la otra molécula de acetil-CoA; s bien la eliminacién
del proton en € o metilo del acetilo, para convertirlo en car-
banion, es energéticamente desfavorable, la reaccién general
de biosintesis de la hidroximetilglutaril-CoA logra llevarse a
cabo, de manera termodinamicamente favorable, debido a que
la reaccion de condensacion aldolica, que realiza la 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA sintasa (Reaccion 2, figura 3), se combina
con la que realiza la Acetil-CoA C-acetil transferasa
(Reaccion 1, figura 3) [65, 66].

La hidroximetilglutaril-CoA puede seguir tres caminos
diferentes una vez que ha sido sintetizada: @) puede interactuar
con la enzima hidroximetilglutaril-CoA liasa (EC 4.1.3.4),
para contribuir a la formacion de cuerpos cetonicos en las
mitocondrias de las células animales (aunque se ha detectado
su presencia en plantas [65,67], alin no se conoce con certeza
su papel dentro de la fisiologia vegetal y permanece como un
area no explorada), b) puede servir como sustrato de la 3-
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metilglutaconil-CoA hidratasa (EC 4.2.1.18), para formar 3-
hidroxi-3-metilglutaconato (reaccion involucrada en el catabo-
lismo de laleucing; la 3-metilglutaconil-CoA hidratasa ha sido
purificada de hepatocitos de oveja 'y semipurificada de C.
roseus [68]) y ¢) laHMGR (EC 1.1.1.34) puede convertirlaen
mevalonato con la ayuda del poder reductor de dos moléculas
de NADPH.

Lalocalizacion de la enzima se complica por € hecho de
que el origen del 1PP depende del tipo de tgjido y del estadio
de desarrollo, e.g., un estudio con cloroplastos en desarrollo
de cebada, demostro que mientras que los cloroplastos de tgji-
dos juveniles son capaces de biosintetizar isopentenil pirofos-
fato, aquellos pertenecientes a tejidos de hoja madura, depen-
den de la importacion de IPP desde € citosol [69]; por otro
lado, en tricomas glandulares aislados de pimienta, la forma-
cion de isopentenil pirofosfato en el citosol es blogueada a
nivel de la HMGR en el momento en que la acumulacion de
aceite es mas rapida, por lo que la biosintesis de monoterpenos
y sesquiterpenos recae exclusivamente en el isopentenil piro-
fosfato derivado de pléstidos [70].

Se sabe que la biosintesis de isoprenoides se reparte en
tres compartimientos subcelulares semiauténomos: el
citosol/reticulo endoplésmico para la biosintesis de sesquiter-
penos y triterpenos; los plastidos para la biosintesis de mono-
terpenos, diterpenos y tetraterpenos (asi como para las porcio-
nes prenilo de la clordfila, las plastoquinonas y los tocofero-
les); y la mitocondria (y/o €l aparato de Golgi) para la biosin-
tesis de ubiquinona [66]. Para explicar los eventos anteriores
se han propuesto recientemente una serie de modelos; en uno
de ellos Chappell, sugiere que existen canales metabdlicos
regulados de manera independiente dedicados a la produccién
de tipos especificos de isoprenoides [41].

Mientras que en las células de los mamiferos laHMGR es
una enzima codificada por un solo gen, en las plantas esta
misma enzima se presenta como mdltiples isoenzimas y es
codificada por una pequefia familia de genes. Miembros espe-
cificos de esa familia de genes son expresados diferencialmen-
te durante el desarrollo de la planta o en respuesta a factores
ambientales y distintas isoformas de la enzima pueden ser cri-
ticas en la direccion de los intermediarios de la via hacia iso-
prenoides especificos [41,71,72].

LaHMGR de las plantas es una enzima que esté estrecha-
mente regulada por fitocromo (de manera post-transduccional)
[73], fitohormonas, mecanismos de retroalimentacion y facto-
res proteicos enddgenos [74]; ademads, existen evidencias de
que laHMGR de plantas esta regulada por fosforilacion rever-
sible, a parecer mediante una cascada de dos ciclos. De hecho
ya se han encontrado algunas cinasas que acttan sobre la
HMGR [75-79].

Chappell divide los mecanismos de regulacién de la bio-
sintesis de isoprenos en finos y gruesos, y propone que €l
aumento en la transcripcion de la enzima estd mediado por
una disminucién de los oxiesteroles citosolicos que interacti-
an con factores en trans, y que éstos a su vez, se unen a los
elementos reguladores de la biosintesis de los esteroles, los
cuales se encuentran en € promotor del gen delaHMGR [39].
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A este respecto recientemente se encontré que € promotor del
gen HmMgr2 de jitomate, posee un elemento regulador positivo
en el interior delaregion 5 UTR y uno mas que consiste en un
rizo localizado corriente arriba del coddn de inicio [80]. El
incremento en la eficiencia traduccional del ARNm de la
HMGR resulta, en parte, del procesamiento del ARNm de
manera alternada, que se da en células sometidas a bajas con-
centraciones de mevalonato. Daraselia, también sugiere que €l
extremo amino terminal, €l cua se encuentra insertado en la
membrana, es € responsable de la regulacion de la degrada-
cién delaenzima[80].

LaHMGR de mamiferos se inactiva por unafosforilacion
reversible, que parece no estar relacionada con e mecanismo
de control por retroalimentacion pero si con la actividad de
una cinasa dependiente de AMP [71]. Con respecto a las
modificaciones post-traduccionales, en un estudio reciente se
demostré que los metabolitos no esteroidales derivados del
mevaonato y sintetizados entre el escualeno y e lanosterol,
disminuyen la biosintesis de la HMGR en células de hdmster
tratadas con lovastatina (un inhibidor de laHMGR), con TMD
(4,4,10-B-trimetil-trans-decal-3B3-ol, inhibidor de la escualeno
ciclasa) y con mevalonato; y que la regulacion se da en el
nivel transduccional y por lo tanto aumenta la degradacién de
laenzima [81]. Se tienen evidencias de que los inhibidores de
la HMGR provocan la aparicion de mecanismos regulatorios
presentes de manera implicita [81]. Lopez et al. [82], han
demostrado que los inhibidores son capaces de revelar meca
nismos de regulacion transcripcional, controlados por € coles-
terol de la dieta, y mecanismos de degradacion de la enzima
controlados por €l farnesol.

Hampton et al. [83], hacen una propuesta interesante esta-
bleciendo dos categorias para regular la actividad de la
HMGR: a) inhibicion por retroalimentacién y b) regulacién
cruzada. La regulacion por retroalimentacion implica que la
actividad de la enzima es reducida en respuesta a los produc-
tos provenientes de la via del mevalonato. En mamiferos, por
ejemplo, este tipo de regulacion se logra a través de una
modulacién coordinada de la biosintesis y degradacion de la
proteina; el dominio amino terminal que se ancla en la mem-
brana es tanto necesario como suficiente para mediar la degra-
dacion regulada de la HMGR. Por otra parte, entre los meca-
nismos de regulacion cruzada se tiene la fosforilacion por una
cinasa dependiente de AMP. Un estudio reciente sobre la
regulacion por fosforilacion, en extractos de hoja de Spinacea
oleracea L., demostré la capacidad de las protein-cinasas para
activar y desactivar, mediante fosforilacion, tanto a la nitrato
reductasa como ala HMGRL1 de Arabidopsis thaliana. La pro-
tein cinasa fosforil6 mas répidamente ala HMGR1, haciéndo-
lo ademas en la serina 577, y apoyando la propuesta hecha por
Dale et al. [77], en e sentido de que este residuo es el punto
de regulacion de la fosforilacion [79]. Este hallazgo traera
como consecuencia replanteamientos acerca de como se ven
las interrel aciones entre la asimilacion del nitrato y € metabo-
lismo de la sacarosa 'y de los isoprenoides. Mienras que en los
mamiferos las citocinas aumentan los niveles de ARNm de la
HMGR; en las plantas € dafio causado por patégenos dispara,
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lamayoria de las veces, lainduccion de algunas isoenzimas de
laHMGR vy la represion de otras [84]. También se sabe que
las isoenzimas de HMGR estan reguladas por desarrollo como
sucede en jitomate, en el cua las isoenzimas son sintetizadas
en tejidos especificos [85]. El mismo evento se ha observado
en tubérculos de Solanum tuberosum L., en donde los miem-
bros de la familia de la HMGR se expresan, de acuerdo a
estadio de desarrollo, mediante la produccion de isoformas
especificas para la biosintesis de productos finales diferentes
en tgjidos particulares [86]. En resumen, la regulacion de la
HMGR se da a cuatro niveles: en la transcripcion, en la tra-
duccién de su ARNm, en la modificacion covalente por fosfo-
rilacion y en la degradacion de laenzima.

LaHMGR ha demostrado ser una enzima dificil de purifi-
car. Solo ha sido purificada de Hevea brasiliensis [87], S.
tuberosum [88], R. sativus [89], Zea mays[90] y A. thaliana
[77]; y se ha semipurificado de Parthenium argentatum [91];
N. cataria[92], y C. roseus[93,94].

Bach et al. [89], establecieron una metodol ogia para puri-
ficar HMGR basada en la extraccion de la enzima por medio
de detergentes, utilizando membranas aisladas a partir de plan-
tulas etioladas de R. sativus. La enzima fue caracterizada
molecular y cinéticamente y se determiné que tiene una masa
molecular de 180 kDa, con 4 subunidades de 45 kDa cada una
y que se trata de una proteina ligeramente &cida, con un pl de
5.9. Por otro lado Kondo y Oba [88], desarrollaron una meto-
dologia para purificar HMGR a partir de S. tuberosum, logran-
do solubilizar la enzima utilizando la digestion con tripsina en
lugar de detergentes y obteniendo un porcentaje de recupera-
cién del 1.8%, con una actividad especifica de 7,910 nmoles
de mevalonato formados min't mg de prot-! e identificando
gue la enzima esta constituida por dos subunidades de 55 kDa
y una masa molecular total de 110 kDa. En tanto que las
HMGR de aves y mamiferos presentan estructuras monoméri-
cas de entre 90 y 97 kDa [95], en Pseudomonas mevalonii
[96] y levaduras la enzima es tetramérica con una masa mole-
cular de 260 a 280 kDa [97, 98].

Se han determinado diferentes valores de K, para la
hidroximetilglutaril-CoA, tanto para la fraccion membranal
como para lafraccién citosdlica en semillas de Pisum sativum;
para la primera se determiné un valor de 0.385 uM y de 80
UM para la segunda, 1o que sugiere la existencia de isoenzi-
mas en la célula [99]. El valor de 27 uM de la K, para €l
NADPH y de 1.5 pM para la K, de la hidroximetilglutaril-
CoA delaHMGR en R. sativus es ligeramente menor que €l
determinado para la enzima de mamiferos y levaduras [100].
Una afinidad elevada haciael NADPH, como se havisto en R.
sativus, podria permitir la regulacion de la actividad de
HMGR in vivo a través de un cambio rapido en la relacion
NADP*/NADPH [89].

Recientemente Dale et al. [77], lograron expresar en E.
coli, en una forma cataliticamente activa, €l dominio catalitico
delaHMGRL1 de A. thaliana y lo purificaron. La alta eficien-
cia del sistema de expresion bacteriano, aunado a la simplici-
dad del protocolo de purificacion, resulté en la obtencion de
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grandes cantidades de la enzima pura (cerca de 5 mg L1 de
cultivo), con una actividad especifica final de 17 U mg prot1;
lo anterior, expresado en pkat mg protL, da un valor de 2.82 x
108, siendo ésta la actividad especifica mas elevada reportada
hasta |a fecha para cualquier HMGR purificada a partir de teji-
dos vegetales. Los valores de las K,,, para el NADPH y la
hidroximetilglutaril-CoA fueronde 71+ 7 uM y 8.3+ 1.5 uM,
respectivamente. En este mismo modelo se comprob6 que la
HMGRL1 de A. thaliana es inactivada por fosforilacion en la
serina 577. Por otra parte, Galaz-Avalos detectd dos picos de
actividad al eluir extractos de raices transformadas de C.
roseus através de una columna de intercambio anionico. Estos
componentes presentan actividades especificas de 284.61 y
210.58 pkat mg prot y poseen una masa molecular cercana a
los 200 kDa [93].

Geraniol 10-hidroxilasa. La geraniol 10-hidroxilasa es una
monooxigenasa de la familia de las proteinas P450 [101] y se
encuentra localizada en las membranas de las vacuolas [102].
Esta enzima cataliza la hidroxilacién del geraniol en la posi-
cion 10y requiere O, y NADPH (Reaccion 3, figura 5) [101].
L os electrones del NADPH son transferidos al grupo hemo de
la monooxigenasa a través de la NADPH: citocromo P450
reductasa [103]. Esta flavoproteina es absol utamente necesaria
para que la monooxigenasa realice su catdlisis y esta formada
por dos componentes: la citocromo P-450 reductasa NADPH
dependiente y el citocromo P-450, con actividad propia de
geraniol 10-hidroxilasa [104]. El primer componente es una
flavoproteina membrana que ha sido purificada a homogenei-
dad, su masa molecular es de aproximadamente 78 kDa y
tiene como cofactoresal FMN y a FAD [56, 57, 102, 105]. El
segundo componente es una proteina de masa molecular de 56
kDa que ha sido purificada aparentemente a homogeneidad;
acepta Unicamente como sustrato al geraniol y no al geraniol-
P o a nerol-P, lo cual podria considerarse como evidencia de
gue existe una desfosforilacion previa durante la ruta metabo-
lica [53]. Esta enzima tiene como inhibidor no competitivo
reversible a la catarantina (K; = 1 mM), es estimulada por
DTT y esinhibida por CO, aungue esta inhibicion es revertida
por la luz [57,101,105]. EI ADNc de la citocromo P-450
reductasa que codifica para un péptido de 78.9 kDa, ha sido
clonado empleando como sonda regiones atamente conserva
das entre estas proteinas [104]; sin embargo, cuando este
ADNCc se empled para transformar Nicotiana tabacumy A.
thaliana, la proteina se expresd pero no se detecto actividad de
geraniol 10-hidroxilasa. Los anticuerpos generados contra la
proteina que codificael ADNc cruzaron con la proteina purifi-
cada por laMeijer [106].

Monoterpén aciclica de alcoholes primarios: NADP* oxi-
dorreductasa. Se ha establecido que esta enzima juega un
importante papel en la biosintesis de la secologanina [18], y
cataliza la oxidacion reversible del 10-hidroxigeraniol en pre-
sencia de NADP*, para producir 10-oxogeraniol 6 10-hidroxi-
gerania (Reaccion 4, figura 5); al parecer ésta es una enzima
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inespecifica en cuanto al grupo OH que es capaz de oxidar
[107]. Se ha purificado de células de R. serpentina, su masa
molecular es de 44 kDay su pl es de 5.4. Es inactivada por
iodoacetamida y por N-etilmaleimida, 10 que sugiere que
requiere de grupos SH para su actividad [108]. El valor de la
K parael NADP"y e NADPH esde 25y 5.5 uM respectiva-
mente, teniendo nerol (oxidacién) o neral (reduccién) como
sustrato. Esta enzima no utiliza NAD* ni NADH como cofac-
tores y puede aceptar al coholes ailicos primarios con cadenas
mayores a seis carbonos como sustratos; sin embargo, no
acepta a coholes secundarios, ni etanol [18].

Monoterpén (iridodial) ciclasa. Esta enzima cataliza la
reaccion de formacion de iridodial a partir de 10-oxogeranial
y utiliza NADPH como agente reductor (Reaccion 5, figura
5). Esta enzima ha sido semipurificada 440 veces de R. ser-
pentina [107, 109] y parece ser un homotetramero con una
masa molecular de 118 kDay un pH éptimo de 7.0. Nuestro
grupo la ha semipurificado de raices transformadas de C.
roseus [58].

7-deoxi:loganina, NADPH:oxigeno oxidorreductasa [7o-
hidroxilante] (EC 1.14.13.74). Esta enzima cataliza puede
utilizar como sustrato tanto al 7-deoxiloganato como a la 7-
deoxiloganina (Reacciones 6 y 8, figura 5). La reaccion es
inhibida por mjonoéxido de carbono, asi como por diversos
inhibidores de las proteinas citocromo P450, indicando que
esta enzima pertenece a la familia de los citocromos P450. La
Km para la 7-deoxiloganinay e NADPH esde 170 y 18 uM
respectivamente [110].

L oganina: oxigeno oxidorreductasa (EC 1.3.3.9). Esta enzi-
ma cataliza €l Ultimo paso de la biosintesis de secologanina a
partir de loganina, que involucra una ruptura oxidativa del
anillo del metilciclopentano de la loganina (Reaccion 11,
figura 5). La enzima también reconoce como sustrato al &cido
loganico (Reaccién 7, figura 5). Es un miembro de la familia
de proteinas citocromo P450 y se encuentra presente en la
fraccién microsomal de suspensiones celulares de C. roseus,
asi como en la epidermis de sus hojas [60]. También ha sido
determinada en suspensiones celulares de Lonicera japonica
[61, 111].

S-adenosil-L -metionina:loganato 11-O-metiltransferasa
(EC 2.1.1.50). Esta enzima cataliza la O-metilacion del grupo
carbonilo del &cido loganico. Puede catalizar |a transferencia
del grupo metilo de la (S)-adenosil-L-metionina indistinta-
mente al &cido loganico (Reaccion 9, figura ) o a acido seco-
loganico (Reaccion 10, figura 5), pero no acepta al écido 7-
desoxilogénico como sustrato; lo anterior indica que en la via
de biosintesis de la secologanina, la hidroxilacion antecede a
la metilacion. Esta enzima ha sido purificada parcialmente a
partir de plantulas etioladas de C. roseus; los valores de K,
para la (S)-adenosil-L-metionina y para €l acido loganico son
de 0.06 y 12.5 mM, respectivamente [19].
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BiosintesisdelosAMIS

La mayoria de las investigaciones realizadas para caracterizar
alas enzimas de la ruta de biosintesis de los AMIs se han lle-
vado a cabo tomando en cuenta la enorme complejidad de la
ruta. Para una revision profunda sobre €l tema se puede recu-
rrir alas excelentes revisiones que sobre el tema han realizado
DeLuca[1,20] y Meijer et al. [19]. Lalista de las enzimas que
han sido estudiadas en menor o mayor grado incluye a la trip-
tofano decarboxilasa, 1a geraniol 10-hidroxilasa, la NADPH-
citocromo P450 reductasa, la oxidorreductasa de NADP*-
dependiente, la monoterpén (iridodial) ciclasa, la secologanina
sintasa, la SAM-loganato O-metiltransferasa, la 7-deoxilogani-
na 7-hidroxilasa, |a estrictosidina sintasa, la estrictosidina--D-
glucosidasa, la catenamina reductasa, la tabersonina 16-hidro-
xilasa, la S-adenosil-L -metionina: 16-hidroxitabersonina-16-O-
metiltransferasa, la S-adenosil-L-metionina:16-metoxi 2, 3-
dihidro-3-hidroxitabersonina-N-metiltransferasa, la desaceto-
xivindolina-4-hidroxilasa, la acetil CoA:4-O-desacetilvindoli-
na-4-O-acetiltransferasa, la tabersonina 17-hidroxilasa y la
minovincinina 19-O-acetiltransferasa (Tabla 1).

El precursor inddlico triptamina se sintetiza a partir del
triptofano (Reaccion 1, figura 6), en una reaccion catalizada
por la enzima L-aminoacido aromatico carboxi-liasa (EC
4.1.1.28) (Nombre comun: triptofano decarboxilasa, TDC)
que emplea como cofactor al piridoxa fosfato; esta reaccion
también puede emplear como sustrato al 5-hidroxitriptofano.
L os dos precursores, la secologanina y la triptamina, son con-
densadas para producir la estrictosidina-O-glucosa, en una
reaccion catalizada por la 3-o. (9)-estrictosidina triptamina-
liasa (EC 4.3.3.2) (Nombre comun: estrictosidina sintasa, SS)
(Reaccion 2, figura 6) [112]; el producto de esta reaccion, la
3o (S) estrictosidina, es desglucosilado por la estrictosidina -
D-glucohidrolasa (EC 3.2.1.105) para formar finalmente la
molécula de estrictosidina aglicona (Reaccién 3, figura 6),
precursor de los aproximadamente 200 alcal oides inddlicos de
C. roseus, incluyendo a la vindolina y la catarantina [113,
114]. La estrictosidina aglicona se convierte en 4,21-didehi-
drogeissoschizina, en forma exponténea, la cual puede ser
transformada en catenamina, precursor directo de la gimalici-
nay la serpentina[115], o puede ser reducida enziméticamen-
te ageissoschizina (Reaccion 4, figura 6).

Por catalizar pasos cruciales de la biosintesis de los
AMIs, las enzimas TDC y SS han sido ampliamente estudia-
das [118,119]. La TDC se ha purificado tanto de células en
suspension [120] como de raices transformadas de de C.
roseus [121]. La TDC es una enzima citoplasmica formada
por dos subunidades idénticas de 55 kDa, tiene una masa
molecular aproximada de 110 kDa, un pl de 5.9, un pH Opti-
mo de 8.5 y es modulada por diversos factores; se ha determi-
nado que la actividad de la TDC aumenta en cultivos de C.
roseus como respuesta a la adicién de homogenizados fangi-
cos [122] o de enzimas hidroliticas [123]. En €l primer caso,
se sabe que e aumento de su actividad se debe al incremento
en la trascripcion del gen y en la traduccién del mensgjero.
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Fig. 6. Biosintesis de la estrictosiding, precursor universal de |os alcaloides monoterpén-inddlicos. Los nimeros indican la posicion en laviade
las enzimas: Triptofano decarboxilasa (1); estrictosidina sintasa (2); estrictosidina glucosidasa (3); geissoschizina deshidrogenasa (4). Las fle-

chas cortadass indican varios pasos metabdlicos [19; 20; 116; 117].

Por otra parte, contrario a efecto del homogenizado fungico,
las auxinas provocan represion de la expresion de la TDC
[124].

El valor de K,, para triptofano de la TDC esde 75 uM y
de 13 uM para e 5-hidroxitriptofano; e D-triptofano resulta
ser un inhibidor no competitivo y la triptamina (producto de la
reaccion) es un inhibidor competitivo [121,125].

La TDC, ademas de estar regulada por factores externos
(ataques fngicos, etc.) esta también sujeta a regulacion tejido
especifica y por desarrollo. En pléantulas de C. roseus prove-
nientes de semillas germinadas in vitro, bajo condiciones de
oscuridad, su actividad es transitoria; comienza a detectarse a
los 3 dias, alcanza su maximo a los 5 dias y luego declina
[126]. En general en las plantulas, su actividad es mayor en las
partes aéreas (siendo mayor en hojas jovenes que en las madu-
ras); mientras que en la planta adulta su actividad es mayor en
lasraices [122].

A pesar de que la TDC deriva d triptofano a metabolis-
mo secundario, la sobre-expresion del gen de la TDC en C.
roseus no conlleva a una mayor produccion de AMIs, a pesar
de que ocurre un aumento en la cantidad de la proteina con
actividad de TDC y en la produccion de triptamina [14]. La

sobresintesis de triptamina, ya sea por medios bioguimicos o
moleculares, no se ve reflgjada en una mayor biosintesis de
alcaloides [12,19,127]. Este resultado sugiere que la enzima
TDC no es e Unico punto de regulacion en la biosintesis de
estos metabolitos, confirméndose lo anterior en multiples tra-
bajos realizados con células en suspension [128-130]. Por otra
parte, y como era de esperarse, la actividad de la TDC puede
disminuir sin afectar el contenido total de los AMIs. Moreno-
Valenzuela et a. [131], desdiferenciaron un cultivo de raices
transformadas a células en suspensién, y posteriormente las
rediferenciaron a raices. Durante este proceso la actividad de
la TDC se vio draméticamente alterada. En el paso de raices a
células, la actividad de la TDC disminuy6 en un orden de
magnitud o masy los AMIs disminuyeron de 10 a2 mg g PS
durante este proceso. En las raices rediferenciadas se encontrd
un nivel de actividad de TDC similar a la detectada en las
células en suspension, en tanto que la produccion de los aca
loides se recuper6 hasta en un 90% respecto a la produccién
inicial. Estos datos sugieren que no se requieren niveles eleva
dos de actividad de TDC para producir alos AMIs. Este resul-
tado ha sido recientemente comprobado empleando cultivos
transgéni cos que sobreexpresan la actividad de TDC [132].
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Se ha aislado y caracterizado una clona genémica de la
TDC a partir del genoma de C. roseus. El gen para esta enzi-
ma se encuentra presente en una sola copia [133]. La cuanti-
ficacion de los niveles de TDC en pléntulas y en suspensio-
nes celulares muestran que tanto la expresién del gen como
la actividad enzimética son inducibles en forma transiente,
sugiriendo que la actividad de la TDC estéa regulada en los
nivel transcripcional, traduccional y postraduccional [122,
130,134,135].

Laotraenzima, la SS, cataliza la condensacion estereoes-
pecifica de la secologanina con la triptamina para producir la
3-a(9-estrictosidina. La enzima es altamente especifica para
sus dos sustratos, i. e. no acepta a acido secologanico ni a
triptofano como sustratos, pero muestra una ligera actividad
con andlogos sustituidos en las posiciones 5, 6 0 7 de la tripta-
mina. Hasta ahora no se tienen indicios de que esta enzima sea
inhibida por alguno de los alcaloides, productos finales de esta
ruta metabdlica [136-138].

La SSfue purificada afinales de los setentas y se caracte-
riz6 como una enzima soluble de masa molecular entre 35 y
38 kDa [138]. Diez afios més tarde se report6 la identificacion
de cuatro diferentes formas de SS en células en suspension y
hojas de C. roseus [139]. Recientemente, De Waal et al. [140],
determinaron que el niimero de SSs es mayor; estos investiga-
dores purificaron seis diferentes SSs, distinguibles por electro-
foresis empleando geles de alta concentracion (20% de acrila-
mida). En C. roseus se han detectado siete isoenzimas de la
SS, cuatro de las cuales pueden ser separadas por sus activida-
des cataliticas (diferente valor de K,,) y por su pl (entre 4.3y
4.8). Pfizer y Zenk [139], sugieren que por tratarse de una
enzima glucosilada hay diferencias entre isoenzimas en la
cadena hidrocarbonada. Por otra parte, se tienen evidencias de
que la ocurrencia de isoformas no esta relacionada con el esta-
dio de desarrallo ni con alguna regulacion tejido-especifica, ya
gue se encontrd que las isoformas se expresan tanto en células
en suspensién, como en hojas, tallos y raices [140]. Estos
datos sugieren que las diferentes isoformas se deben a glucosi-
laciones de la proteina original, aunque no se han caracteriza-
do los tipos de carbohidratos presentes [140]. Hasta el
momento no se conocen las funciones, en la planta, de las
diferentes isoformas de SS.

A diferencia de la TDC que muestra regulacion tejido
especifica, la SS presenta niveles de actividad similares en los
diferentes 6rganos de la planta[126], y su actividad no se alte-
ra cuando los cultivos in vitro de C. roseus son transferidos al
“medio de produccion de alcaloides’ (8% de sacarosa) [134].
Esta enzima tampoco parece estar regulada por € proceso de
desarrollo [126], por lo que pareciera no estar sujeta a meca-
nismos de regulacién. Sin embargo, durante el proceso descri-
to por Moreno-Valenzuela et al. [131], sobre la desdiferencia-
cion-rediferenciacion de raices transformadas de C. roseus, la
actividad de la SS disminuyé en un 60% cuando las raices se
desdiferenciaron a células en suspension. La actividad de la
SS s6lo se recuper6 a la mitad, en tanto que € patrén de iso-
formas cambi6, cuando las células se rediferenciaron a raices,

Victor M. Loyola-Vargas, et al.

por lo que no es claro aln si esta enzima es regulada por €l
proceso de desarrollo [131].

Existen evidencias que sugieren que la SS no constituye
un paso limitante en la biosintesis de los acaloides inddlicos
en plantulas de C. roseus; se haencontrado que a transferir un
cultivo de células en suspension de C. roseus, de un medio de
mantenimiento a uno de induccién para producir alcaloides, €
aumento en la acumulacion de acaloides no correlaciona con
un incremento en la actividad de la SS; sin embargo, en callos
de C. roseus transformados con €l gen de la SS se observo una
correlacion directa entre el aumento de la actividad enzimética
y la acumulacién de alcaloides [141,142]. Resultados simila-
res se han obtenido en Cinchona ledgeriana [143,144] y en
plantulas de C. roseus [144]. Lo anterior sugiere la posibilidad
de que la SS es un punto de regulacién de esta ruta metabdli-
ca; sin embargo, lainformacion es poco precisay en ocasiones
contradictoria, lo cua puntualiza la necesidad de profundizar
en |as investigaciones que permitan establecer su papel real en
labiosintesisdelos AMIs.

La SS es codificada por un solo gen, sugiriendo que las
isoformas son el resultado de modificaciones postransduccio-
nales de un precursor simple [145, 146]; esta enzima fue la
primera del metabolismo de los AMIs en ser clonada, primero
de R. serpentina [147] y luego de C. roseus [145]. El mensgje-
ro parala SS presenta una region que codifica para un péptido
sefia de 31 aminoacidos que la dirige a la vacuola [122], o
cual apoya diversos ensayos que sugieren que se trata de una
enzimavacuolar [119,148].

Doireau et al. [149], y Stevens et al. [150], han medido la
actividad de laTDC y de la SS, asi como las concentraciones
de triptamina en cultivos de células de C. roseus y de otras
especies. Estos autores observaron que existe una acumula-
cioén de triptamina a pesar de haber una elevada actividad de
SS; estos resultados apoyan la hipétesis de que la limitante
para la biosintesis de estrictosidina y sus multiples derivados
es el contenido del precursor terpénico secologanina. Los
resultados de nuestro grupo de trabajo [131], también sugieren
que los principales puntos de regulacion para la produccion de
la estrictosidina se ubican en alguna(s) enzima(s) que partici-
pan en la biosintesis de la secologanina.

Biosintesisdelos primeros AMIS

Después de la sintesis de estrictosidina €l siguiente paso en la
biosintesis de los AMIs es la desglucosilacion de la estrictosi-
dina por la estrictosidina -D-glucohidrolasa (EC 3.2.1.105)
para producir estrictosidina-aglicona (Reaccion 3, figura 6),
un producto inestable que después de varios rearreglos, los
cuales no se conocen con precisién, se convierte en 4,21-
didehidrogeissoschizina, la cual a su vez es reducida a geis-
soschizina por la geissoschizina: NADP* 4,21 oxidorreductasa
(EC 1.3.1.36) (Reaccion 4, figura 6) [151].

La estrictosidina B-D-glucohidrolasa es una glucoproteina
localizada en €l reticulo endoplédsmico [7]; es altamente espe-
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cifica para la estrictosidina o su derivado 10-metoxi y en su
forma nativa parece encontrarse en forma de agregados, en los
cuales cada subunidad de 63 kDa se une alas otras por interac-
ciones hidrofébicas [152].

Se ha demostrado que la estrictosidina 3-D-glucohidrolasa
se encuentra codificada por un solo gen que ha sido clonado
recientemente y se expresa en diferentes niveles en flores,
tallos, hojas y raices, lo que sugiere una regulaciéon tejido
especifica; ademas, la actividad enzimética cuantificada en
cada érgano es proporciona a nivel de ARNm detectado [7].
Su expresion es inducida por metil jasmonato (MeJa) y en los
cultivos que acumulan AMIs la actividad de esta enzima es
elevada [150], de ahi que se le considere un paso clave en la
biosintesis de estos compuestos.

Por otra parte la informacién sobre la geissoschizina:
NADP 4,21 oxidorreductasa es escasa, s0lo se tiene €l reporte
de una purificacién parcial a partir de células en suspension de
C. roseus y en comparacion con otras enzimas de esta via su
actividad especifica es muy baja[151].

4, 21-Dehidrogelssocachizina

81

A partir de la 4, 21-didehidrogeissoschizina la ruta de bio-
sintesis que lleva a la biosintesis de gimalicina, catarantina y
tabersonina se encuentra poco documentada .

La ruta biosintética hacia la produccion de ajmalicina
comienza cuando la 4, 21-didehidrogeissoschizina es converti-
da en catenamina (Reaccion 1, figura 7) por la catenamina sin-
tasa [19]. La catenamina es reducida a aimalicina por la cate-
namina reductasa (Reaccion 2, figura 7). Las enzimas involu-
cradas en esta parte de la via se han estudiado muy poco y sélo
se sabe que la catenamina reductasa es dependiente de
NADPH [153]. Hasta ahora se han separado dos isoenzimeas,
una de las cuales interviene en la biosintesis de lagmalicinay
la otra convierte la forma iminium de la catenamina en tetrahi-
droalstonina [19]. Se desconoce como se regulan estas dos
enzimas.

La catenamina reductasa (Reaccion 2, figura 7) que catali-
za la reduccion de la catenamina a @imalicina, tiene un pH
Optimo de 6.6 y una masa molecular de 81 kDa. La caracteri-
zacion de la enzima tetrahidroal stonina sintasa (Reaccion 4,
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Fig. 7. Biosintesis de la gmalicinay serpentina. Los nimeros encerrados en un circulo corresponden a las enzimas. catenamina sintasa (1), cate-
namina reductasa (2); peroxidasa inespecifica (3), y tetrahidroalstonina sintasa (4). Las flechas cortadas indican varios pasos metabdlicos. Existe
la posibilidad de quela ruta no inicie con la 4,21-dehidrogeissoschizina, si no que inicie con la 20,21-aldehido de dehidrocorinanteina.

[5,116,117].
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figura 7), la cua cataliza la formacion de tetrahidrolstonina a
partir de la forma iminium de la catenamina, muestra que
ambas enzimas poseen € mismo pH éptimo y la misma masa
molecular. La forma parcialmente purificada de la tetrahidro-
astonina sintasa muestra una K,,, de 62 uM para la catenamina
y utilizaa NADPH pero no al NADH como cofactor [154].

La gjmalicina es oxidada a serpentina por peroxidasas
basicas que se encuentran dentro de las vacuolas [155] y se
sabe que su produccion esta fuertemente influenciada por la
luz [156]. Hasta ahora no se han purificado estas peroxidasas
basicas y tampoco se tienen datos sobre su especificidad, pues
la aimalicina en presencia de peroxidasa de rabano es oxidada
a serpentina. Aparentemente esta conversion permite a las
células vegetales mantener |a ajmalicina almacenada dentro la
vacuola. En células en suspension de C. roseus la oxidacion
de la gimalicina parece estar regulada por luz, pues en su pre-
sencia los cultivos producen una gran cantidad de serpentina
mientras que los cultivados en oscuridad sélo acumulan ajma-
licina[155,156].

De Luca[20], ha sugerido que la reduccién de la geissos-
chizina por la geissoschizina NADP* 4,21 oxidorreductasa es
reversible (Reaccion 4, figura 6) y que la ramificacion de la
via puede ocurrir a partir de una modificacion diferente a la
ciclizacion de la catenamina, este Ultimo producto se reduce
para formar gimalicina, en tanto que la forma iminium tam-
bién se reduce para formar tetrahidroalstonina (Reaccién 4,
figura7) [154].

Mientras que la catarantina se ha detectado en la mayoria
delos cultivosin vitro [157-160], la vindolina hasta hace poco
tiempo sdlo se habia determinado en el nivel de trazas [161,
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162]. Recientemente se ha reportado la seleccion de una linea
de callos de C. roseus capaz de acumular hasta 0.45 mg! g PS
de vindolina en cultivos de callos incubados con luz [163].

Labiosintesis y acumulacién de vindolina esta asociada a
laluz y al estadio de desarrollo de la plantay en tanto que la
expresion de las enzimas para su biosintesis es Grgano-especi-
fica[l, 20, 118, 126, 135, 164-169].

La 4, 21-didehidrogeissoschizina representa también el
precursor de inicio de biosintesis de la aimalina, esta es una
molécula altamente compleja y que contiene nueve carbonos
quiraes [170]. Labiosintesis de la aimalina involucra cerca de
10 pasos enzimaticos (Figura 8). El primer paso metabdlica
que deriva 4,21-didehidrogeissoschizina a la biosintesis de
amalina es la oxidacion de este compuesto a geissoschizina,
en una reaccion catalizada por la geissoschizina deshidrogena
sa (EC 1.3.1.36) (Reaccion 1, figura 8), la cua adiciona, de
forma estereoespifica, un hidrogeno en el carbono 21 en la
posicion o. La enzima ha sido purificada 35 veces de supen-
siones celulars de C. roseus; la enzima requiere de un pH 6pti-
mo de 7.6 y el valor de su Km para geissoschizina y para
NADP+ esde 83 uM y 77 nM, respecitvamente [151].

La polineuridina aldehido esterasa (EC 3.1.1.78) cataliza
la conversion del aldehido polinueridina a 16-epi-vellosimina
(Reaccion 3, figura 8) [170]. Produce un precursor inmediato
para la biosintesis del esqueleto ajmalano que conduce a la
biosintesis de gimalina; esta enzima ha sido purificada recien-
temente 423 veces a homogeneidad a partir de suspensiones
celulares de R. serpentina, posee una masa molecular de 30
kDay un pl de 5.9; ha sido clonada mediante el escrutinio de
una biblioteca de ADNc. La enzima pura tiene una actividad
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Fig. 8. Biosintesis de la gmalina. Los nimeros encerrados en un circulo corresponden a las enzimas: geissoschizina dehidrogenasa (1), vomile-
linareductasa (2), polineuridina aldehido esterasa (3), vinorina sintasa (4), vinorina hidroxilasa (5); 1,2-dihidrovomilleninaNADP* oxidoreduc-
tasa (6). Las flechas punteadas indican que no se conocen las enzimas que catalizan dicha transformacion. Varias flechas indican varios pasos

metabodlicos [170,171].
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especifica de 160.8 nkat mg prot.”}, es altamente especifica
parala polineuridina aldehido como sustrato para el cual tiene
una Km de 0.83 mM y pertenece ala familia de las o/B-hidro-
lasas [170].

El siguiente paso en la ruta de biosintesis de la gimalina,
es la biosintesis de vinorina y es catalizada por la acil-
CoA:16-epivellosimina O-acetiltransferasa (ciclizante) (nom-
bre comun: vinorina sintasa) (EC 2.3.1.160) (Reaccién 4, figu-
ra 8). Esta enzima ha sido purificada 160 veces de suspensio-
nes celulares de R. serpentina. Entre sus propiedades mas inte-
resantes se encuentra su elevado pH (8.5) y temperatura 6pti-
ma 35°C, un pl de 4.4 y una masa molecular de 31 kDa. La
Km para sus sustratos 16-epi-vellosimina y acetil-CoA es de
19.4 y 64 uM, respectivamente, y a igua que otras enzimas
de la ruta de biosintesis de la aijmalina es altamente especifica
para sus sutratos [172].

La vinorina es hidroxilada a vomilenina por la vinorina,
NADPH:oxigeno oxidorreductasa (21o-hidrolizante)(EC
1.14.13.75) (Reaccion 5, figura 8). La enzima es completa-
mente dependiente de NADPH y oxigeno molecular, se
encuentra localizada en la fraccion microsomal y es inhibida
por los inhibidores tipicos de las proteinas citocromo P450, por
lo que seguramente se trata de una citocromo P450 monooxi-
genasa. La enzimatiene un pH 6ptimo de 8.3 y su Km para €
NADPH y lavinorinaesde 3y 26 uM, respectivamente [173].

El dltimo paso conocido de la biosintesis de gimalinaesla
saturacion del doble enlace de la indolmina de la vomilenina
en forma estereoespecifica para producir la 2B(R)-1,2-dihidro-
vomilenina por medio de la 1,2-dihidrovomilenina:NADP*
oxidorreductasa (EC 1.5.1.32) (Reaccion 6, figura 8). La enzi-
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ma que cataliza la reaccion de reduccion es dependiente de
NADPH y ha sido aislada recientemente de suspensiones celu-
lares de R. serpenting; tiene una masa molecular de 43 kDa
[171].

Biosintesis de catarantina y taber sonina

La biosintesis de la catarantina asi como la de la tabersonina
inicia en el 20, 21-aldehido de dehidrocorinanteinay procede
posiblemente via catenamina to estemmadenina y dehidrose-
codina, €l precursor de los alcaloides con esqueletos iboga o
Aspidosperma (Figura 9) [116]. No se conoce nada acerca de
la naturaleza de las enzimas involucradas en la conversion de
la catenamina a catarantina y tabersonina.

Biosintesis de vindolina

Las suspensiones celulares de C. roseus poseen la capacidad
de sintetizar catarantinay tabersonina[14,17] y de transformar
tabersonina en 16-metoxitabersonina [174] pero no poseen la
actividad enzimatica necesaria para la biosintesis de vindolina
[118;164;175]. Por estarazén una gran cantidad de trabajos se
han canalizado al estudio de las enzimas y los mecanismos de
regulacion involucrados en la biosintesis de vindolina.
Vazquez-Flota et al. [176], han determinado que cultivos
de raices transformadas retados con MeJa aumentan la pro-
duccién de catarantina. Estos resultados sugieren que proba-
blemente algunas de las enzimas que estan participando en la
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Fig. 9. Biosintesis de la catarantina y tabersonina. Las flechas punteadas indican pasos metabdlicos y enzimas desconocidas. Las flechas conti-

nuas varios pasos metabdlicos [116].
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biosintesis de este alcaloide estén sujetas a regulaciéon y pue-
den ser utilizados para €l estudio de laruta de biosintesis de la
catarantina (Figura 9).

Labiosintesis de vindolina a partir de la tabersonina cons-
ta de seis pasos enzimaticos (Figura 10) catalizados por la
tabersonina NADPH:oxigeno oxidorreductasa (16-hidroxilan-
te) (EC 1.14.13.73) (nombre comun: tabersonina 16-hidroxila-
sa), la S-adenosil-L-metionina:11-O-dimetil-17-O-deacetilvin-
dolina 11-O-metiltransferasa (EC 2.1.1.94) (nombre coman:
11-O-dimetil-17-O-deacetilvindolina O-metiltransferasa), una
hidroxilasa no caracterizada, la S-adenosil-L-metionina: 16-
metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina N-metiltransferasa
(EC 2.1.1.99) (nombre comun: 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidro-
xi-tabersonina N-metiltransferasa), la desacetoxivindolina,2—
oxoglutarato:oxigeno oxidorreductasa (43-hidroxilante (EC
1.14.11.20) (nombre comun: desacetoxivindolina-4-hidroxila-
s3), y la acetil CoA:17-O-deacetilvindolina 17-O-acetiltransfera
sa (EC 2.3.1.107) (nombre comun: 17-O-deacetilvindolina O-
acetiltransferasa) [118,135,164,168,169,174,175,177,178].

L os resultados reportados sugieren que la ruta de biosinte-
sis de la vindolina esta regulada por |os procesos de desarrollo
y restringida a las partes aéreas de la planta adulta, principal-
mente en hojas jovenes y en los cotiledones, pues es en estos
tejidos en los que se han detectado los mayores niveles de
ARNm y la actividad més elevada de estas enzimas (Figura
12) [164,174,179]. Esta presencia va disminuyendo con la
edad y con €l tipo de érgano, siendo ya poco preponderante en
hojas adultas, tallos, raices y yemas florales. En cultivos celu-
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lares de C. roseus se ha detectado actividad de tabersonina 16-
hidroxilasa y de 11-O-dimetil-17-O-deacetilvindolina O-
metiltransferasa pero no de 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-
tabersonina N-metiltransferasa, desacetoxivindolina-4-hidroxi-
lasa y 17-O-deacetilvindolina O-acetiltransferasa [118,167,
174).

La regulacion de esta via ocurre por medio de un meca
nismo complejo y a diferentes niveles. Esta regulacion com-
prende desde factores que afectan la presencia de estas enzi-
mas en |os niveles transcripcional, post-transcripcional y post-
traduccional, hasta su localizacion dentro de la célula, del tipo
de célula'y, como se mencion6 con anterioridad, la edad del
tgjido.

En plantulas de C. roseus se ha reportado que las enzimas
tabersonina 16-hidroxilasa, (16-metoxi-2, 3-dihidro-3-hidroxi-
tabersonina N-metiltransferasa, desacetoxivindolina-4-hidroxi-
lasay 17-O-desacetilvindolina O-acetiltransferasa, alcanzan
su maxima actividad seis dias después de la imbibicion [135].
Cuando estas plantulas son tratadas con luz, las enzimas taber-
sonina 16-hidroxilasa y desacetoxivindolina-4-hidroxilasa
aumentan su actividad seis veces, en tanto que la 17-O-desa-
cetilvindolina-17-O-acetiltransferasa o hacen 10 veces [126,
174,175]. Este efecto de la luz sobre la actividad de las enzi-
mas desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y 17-O-desacetilvindo-
lina-17-O-acetiltransferasa, es mediado por fitocromo ya que
son activadas por un pulso de luz roja (660 nm) y esta activa
cion es revertida por un pulso de luz roja lejana (710 nm)
[183,184]. La 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina-N-
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Fig. 10. Biosintesis de la vindolina. Los nimeros encerrados en un circulo corresponden a las enzimas: tabersonina 16-hidroxilasa (1), 11-O-
dimetil-17-O-deacetilvindolina O-metiltransferasa (2), hidroxilasa no caracterizada (3), 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina N-metil-
transferasa (4), deacetoxilvindolina 4-hidroxilasa (5), 17-O-deacetilvindolina O-acetiltransferasa (6). [5,18,118,135,164,168,169,174,175,177,

178,180-182).
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metiltransferasa es la Gnica enzima de esta via cuya actividad
no es afectada por laluz [126].

De todas las enzimas involucradas en la biosintesis de la
vindolina, la desacetoxivindolina-4-hidroxilasa es la més inte-
resante. En plantulas de C. roseus los transcritos del gen D4h
y la proteina misma ya se encuentran presentes en la oscuri-
dad. Al exponer las plantulas a la luz, la actividad enzimética
de la desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y los niveles de los
transcritos del gen D4h se elevan significativamente. Los
resultados reportados sugieren que este aumento en la activi-
dad se debe a unaisoenzima de pl 4.7, inactiva en la oscuri-
dad, y la cual, en presencia de la luz, sufre una modificacion
post-traduccional que la torna mas acida y activa [165; 184].
De manera coordinada la luz también induce la trascripcion
del gen Dat y su producto, la 17-O-desacetilvindolina-17-O-
acetiltransferasa, eleva su actividad enzimética [185].

La TDC y la SS en estas plantulas exhiben un pico de
actividad a los 5 dias después de imbibicion en todos los teji-
dos y ninguna de las dos es estimulada por luz [126,135].
Mientras el MeJa induce la acumulacion de vindolinay eleva
las actividades enziméticas de la TDC, |a SS, la desacetoxivin-
dolina-4-hidroxilasa y la 17-O-desacetoxivindolina-17-O-ace-
tiltransferasa [144].

Tabersonina NADPH:oxigeno oxidorreductasa (16-hidro-
xilante) (EC 1.14.13.73). Esta enzima es una monoxigenasa
P450 localizada en el reticulo endoplédsmico que requiere
NADPH, O, y tabersonina para llevar a cabo su funcién
(Reaccion 1, figura 10). Esta enzima es inhibida por CO, clo-
trimazol, miconazol y por citocromo C [174].

S-adenosil-L -metionina: 11-O-dimetil-17-O-deacetilvindoli-
na 11-O-metiltransferasa (EC 2.1.1.94). Esta metiltransfera-
sa ha sido determinada tanto en cultivos celulares de C. roseus
[169], como en plantas de la misma especie [135]. La enzima
reguiere (S)-adenosil-L-metionina como donador de grupos
metilos y es altamente especifica para la 16-hidroxitabersoni-
na (Reaccion 2, figura 10).

S-adenosil-L -metionina: 16-metoxi-2,3-dihidr o-3-hidr oxi-
taber sonina N-metiltransferasa (EC 2.1.1.99). Estaenzima se
encuentra localizada en los tilacoides de los cloroplastos [119],
reguiere (S)-adenosil-L-metionina como donador de grupos
metilo (Reaccion 4, figura 10) y es atamente especifica para su
sustrato, la 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina [186].
La enzima ha sido parcialmente purificada tiene una masa
molecular aparente de 60 kDa 'y es absolutamente dependiente
de la presencia de un doble enlace en laposicién 2 [187].

Desacetoxivindolina,2—oxoglutar ato: oxigeno oxidorreduc-
tasa (4B-hidroxilante (EC 1.14.11.20). Esta enzima es una
dioxigenasa o-cetoglutarato dependiente y cataliza, en € cito-
plasma, la adicion de O, a la desacetoxivindolinay al o.-ceto-
glutarato produciendo deacetilvindolina, succinato y CO,; esta
es la penultima reaccién de biosintesis de la vindolina
(Reaccion 5, figura 10) [164,175,178]. Esta enzima es alta-
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mente especifica, Unicamente hidroliza el C-4 de la N(1)-
metil-desacetoxivindolina para formar la N(1)-metil desacetil-
vindolina; la adicién de acido ascérbico y iones ferrosos
aumentan su actividad. La enzima, purificada a homogeneidad
aparente a partir de hojas jévenes de C. roseus, es un moné-
mero con una masa molecular de aproximadamente 45 kDa 'y
posee tresisoformas con pl de 4.6, 4.7y 4.8.

La cinética de interaccion del sustrato con laenzimay los
estudios de inhibicién del producto, sugieren que la reaccion
se Ileva a cabo mediante un mecanismo Ter-Ter ordenado. En
este mecanismo el primer sustrato es el a-cetoglutarato, segui-
do por el O, y a final la desacetoxivindoling; los valores de
K para e a-cetoglutarato, € O, y la desacetoxivindolina son
de 45, 45y 0.03 uM, respectivamente [175,178,188,189].

Si bien esta enzima se encuentra en € nivel de trazas en
pléntulas etioladas de C. roseus, su actividad aumenta sustan-
cialmente con la presencia de la luz y con €ella, la biosintesis
de vindolina [164,182]. Las plantulas etioladas comienzan a
acumular cantidades importantes de transcritos de la hidroxila-
say de laproteina, pero préacticamente no hay actividad duran-
te los diferentes estadios del desarrollo. Por el contrario, € tra-
tamiento con luz produce un aumento importante en la activi-
dad de la enzima, pero el aumento en los niveles del transcrito
y de la proteina es muy pequefio. Estos datos sugieren que €l
punto de regulacién por luz en la hidroxilasa se encuentra en
el nivel post-traduccional [164,182].

Usando oligonucléotidos degenerados para el escrutinio
de una biblioteca de ADNc de plantulas de C. roseus se obtu-
vieron 3 clonas, de las cuales dos representan alelos dimorfi-
cos cuyas secuencias difieren Unicamente en e extremo 3' no
traducido [165].

AcetilCoA:17-O-deacetilvindolina 17-O-acetiltransferasa
(EC 2.3.1.107). El ultimo paso en la biosintesis de la vindoli-
na es catalizado por la 17-deacetilvindolina-O-acetiltransfera-
sa dependiente de acetil-CoA (Reaccion 6, figura 10) [168;
179]. La aparicion de la enzima se encuentra regulada por
desarrollo en plantulas de C. roseus y la actividad enziméatica
aparece solo después de un tratamiento con luz de las plantu-
las etioladas [179].

Esta acetiltransferasa es una enzima dimérica que ha sido
purificada a homogeneidad y tiene una masa molecular de
32/21 kDa [190] o 26/20 kDa [191]. La enzima pura esté for-
mada por cinco isoformas con pl en €l rango de 4.3y 5.4 [190,
191]. Los vaores de K,,, para la acetil-CoA y para la deacetil-
vindolinason de 5.4y 6.5 uM y de 0.7 y 1.3 uM, para las
enzimas parcialmente purificadas [179] y purificadas a homo-
geneidad, respectivamente [190,191]. Los estudios de inhibi-
cién muestran que la CoA es un poderoso inhibidor competiti-
vo de ladeacetilvindolina (K; = 8 uM) [179] similar alataber-
sonina (50% de inhibicion a 45 uM) [191]; mientras que la
enzima no es inhibida significativamente por la vindolina
hasta concentraciones de 2 mM [179,191].

El uso de oligonucléctidos degenerados para | os extremos
amino y carboxilo terminales y la amplificacion posterior de
su producto por PCR permitio obtener una sonda con la cua
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se llevo a cabo el escrutinio de una biblioteca de ADN gené-
mico de C. roseus. Con lo anterior se obtuvo una clona que
codifica para una proteina de 439 aminoéacidos con la masa
molecular predicha de 49,890 Da. La clona, conteniendo una
extension de seis histidinas en e amino terminal, se expresd
en E. coli mostrando niveles elevados de actividad. La activi-
dad de la enzima recombinante es completamente dependiente
de la presencia de deacetilvindolina o de acetil-CoA. El andlisis
por Western blot de la proteina recombinante de la de hojas de
C. roseus, rinde una sola banda de 50 kDa de masa molecular,
lo que sugiere que € heterodimero aislado durante la purifica
Cién es probablemente un artefacto de latécnica empleada [18].

Si bien aln no se hallevado a cabo la determinacién ciné-
tica de las enzimas de la biosintesis de la vindolina, existe
suficiente evidencia para decir que los pasos limitantes de esta
ruta son las dos reacciones de hidroxilacién (Reacciones 1y 5,
figura 10) [18].

Biosintesis de los alcaloides diméricos

La biosintesis de los acaloides bisinddlicos se inicia con la
condensacién de la catarantina y la vindolina, para formar la
3,4 -anhidrovinblastina, € precursor de la vinblasting, la vin-
cristing, laleurosinay la catarina (Figura 11). Estareaccion, a
igual que la oxidacion posterior, parece ser llevada a cabo por
peroxidasas inespecificas, 10 que parece indicar que lalimitan-
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te de la biosintesis de este tipo de alcaloides resulta ser la dis-
ponibilidad de los precursores monomeéricos [192-196]. Sin
embargo, recientemente se ha purificado una enzima que cata-
liza especificamente dicho paso y ha sido denominada a-3',
4’ -anhidrovinblastina sintasa (AVLBS) (Reaccion 1, figura
11). Esta enzima, dependiente de H202, que ha sido purifica-
da a homogeneidad aparente (192 veces) a partir de hojas de
C. roseus, tiene una masa molecular de 45.4 kDa 'y un pH
Optimo de 6.5, si bien también presenta una actividad sustan-
cial en el rango de pH de 4 — 5, € cual es el rango de pH
comUnmente determinado en las vacuolas. Ademés de su acti-
vidad de AVLBS la enzima pura tiene actividad de peroxida
sa. Su espectro visible de absorbancia muestra maximos de
absorcion a 404, 501 y 633 nm sugiriendo que se trata de una
proteina con hierro en un grupo hemo y que pertenece a la
familia de las peroxidasas [197].

Compartamentalizacion

Labiosintesis de los AMIs es un proceso altamente comparta-
mentalizado. La compartamentalizacion, y la localizacion en
diferentes células de las distintas enzimas involucradas en esta
viametabdlica, se pueden considerar como otro mecanismo de
regulacion, ya que esta ubicacién requiere del transporte de
los diferentes metabolitos de un punto a otro para su conver-
sién. Précticamente todos los compartimentos de la célula 'y
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Fig. 11. Biosintesis de los acaloides bisinddlicos vincristina y vinblastina. Los nimeros encerrados en un circulo corresponden a kas enzimas:
a3 4 -anhidrovinblastina sintasa (1). [117,192-197]. Las flechas punteadas indican que las enzimas correspondientes no han sido caracterizadas

ylo se desconocen |os pasos metabdlicos.
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diferentes tipos celulares intervienen en el proceso, e. g. €l
mensagjero parala SS presenta una region que codifica para un
péptido sefial de 31 aminoécidos que lo dirige a la vacuola
[122,148]; 1o anterior apoya diversos ensayos que sugieren
gue se trata de una enzima vacuolar [119,148]. Por otra parte
las enzimas estrictosidina glucosidasa y tabersonina 16-hidro-
xilasa se localizan en € reticulo endoplasmico [7,174].

Las reacciones catalizadas por las enzimas TDC, 11-O-
dimetil-17-O-deacetilvindolina O-metiltransferasa, desaceto-
xivindolina-4-hidroxilasa y 17-O-desacetilvindolina O-acetil-
transferasa se llevan a cabo en €l citoplasma[118,165,174]; la
reaccion mediada por la enzima AVLBS se realiza en la
vacuola [199]. La 11-O-dimetil-17-O-deacetilvindolina O-
metiltransferasa se encuentra en los tilacoides de los cloro-
plastos (Figura 13) [118].

LosARNmparalaTDCy la SS selocalizan en las células
de la epidermis de los tallos, hojas y yemas florales, asi como
en las células corticales y del protoderma alrededor del meris-
temo apical delaraiz [200]. En las raices, la actividad enzimé-
ticade la TDC se encuentra localizada en € citoplasmay en la
region apopléastica de las células meristemédticas, asi como en
las células de la epidermis de la capside de laraiz [201].

Los ARNm de la desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y la
17-O-desacetilvindolina O-acetiltransferasa se localizan solo
en losidioblastos y en las células laticiferas de las hojas, tallos
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y yemas florales [200]. Lo anterior sugiere mecanismos de
translocacién de los intermediarios de una célula a otra, para
la biosintesis de estos metabolitos [200]. Mas importante aln
es el hecho de que los primeros pasos en la biosintesis de la
vindolina se llevan a cabo en diferentes compartimientos celu-
lares alos de los Ultimos pasos [182].

La tabersonina da origen a productos finales que se
encuentran en tejidos diferentes en la planta (Figura 12) [180].
En este caso e ARNm parala minovincinina 19-O-acetiltrans-
ferasa (Reaccion 8, figura 12) sdlo se expresa en las células
corticales de los meristemos radiculares; puesto que la TDC y
la SS también se expresan en los mismos tipos de célula, se
puede inferir que en ellas se llevan a cabo la biosintesis de la
tabersoninay de sus derivados.

Regulacion

Investigaciones realizadas con la fraccion indélica, empleando
células en suspension de C. roseus, sugieren que no existe
relacion directa entre los valores de maxima actividad de la
enzima TDC y la produccién de alcaloides [131,202,203]; los
datos de Eilert et al. [204], empleando inductores de origen
fungico, también apoyan esta Ultima conclusion. Sin embargo,
también se ha reportado que variando la concentracién de

Fig. 12. Compartamentalizacion de la biosintesis de la vindolinay otros AMIs. Los nimeros encerrados en un circulo corresponden a las enzi-
mas: tabersonina 16-hidroxilasa (1), (S)-adenosil-L-metionina-16-hidroxitabersonina-O-metiltransferasa (2), hidroxilasa no caracterizada (3), S-
adenosil-L-metionina: 2, 3-dihidro-3- hidroxitabersonina-N-metiltransferasa (4), deacetoxylvindolina 4-hidroxilasa (5), acetil CoA: desacetilvin-
dolina 4-O-acetiltransferasa (6), Tabersonina 19-hidroxilasa (7) y (10), minovincinina 19-O-acetiltransferasa (8), hidroxilasas (9) y (11) [13,18,

180,180-182,198].
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nutrimentos se observa una correlacion positiva entre la activi-
dad de la enzima TDC y la acumulacion de alcaloides [205].
Es posible que la discrepancia entre resultados se deba a la
clona en estudio [206].

La adicion de geraniol, 10-hidroxigeraniol y secologani-
na, precursores de la parte terpénica de la via, aumenta los
niveles de alcaloides, particularmente de tabersonina, en culti-
vos de células en suspension, 1o que parece indicar que la pro-
duccion de alcaloides puede resultar limitada por una 0 mas
etapas de la ruta terpénica [13,63,149,202,207,208]. Aunque
esta conclusién no puede ser generalizada ya que existen evi-
dencias contradictorias como el aumento en la produccién de
alcaloides mediante la adicién de triptamina al medio de culti-
vo [209]. Por otra parte, la adicién de mevalonato no tiene
efecto en la biosintesis de los AMIs [13]; sin embargo, es
importante tomar en cuenta que recientemente se ha demostra-
do que los resultados dependen fundamentalmente de dos fac-
tores: la concentracion de los productos adicionados y 1a etapa
en la que se encuentra el cultivo receptor. Mientras que bajas
concentraciones de triptofano en la etapa temprana de la fase
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estacionaria produce un aumento en la biosintesis de alcaloi-
des la adicion de diversos precursores en la etapa tardia del
ciclo de cultivo no produce ningun efecto [208].

Se ha utilizado lineas de C. roseus en suspension celular
gue sobreexpresan alaTDCy ala SS pararealizar experimen-
tos de adicién de precursores [132,203,210]. En generd, la
adicion de secologanina al momento de la inoculacién produ-
ce un aumento importante en la cantidad de los AMIs; en tanto
que la adicion, junto con laloganina, de triptofano o triptami-
na, produce un aumento ain mayor en la biosintesis de los
AMIs en ambas lineas transgénicas.

La adicion de efectores externos como homogenados fin-
gicos, cambo del pH del medio de cultivo, etc., también modi-
fican, en algunos casos sustancialmente, la biosintesis de
AMIs[176,211-218].

Mientras que la adicion de pectinasa aumenta los niveles
de tabersonina 2.5 veces, la adicion de quitina eleva los nive-
les de ajmalicina en 50% y la adicién de acido jasmonico
aumenta los niveles de lochnericina y horthammericina, pero
no los de tabersonina [13]. La adicién tanto de homogenizados

Fig. 13. Compartamentalizacion de la biosintesis de los alcaloides inddlicos en C. roseus. Redibujado de Meijer et al. [19] y Verpoorte et d. [221].
En la figura se muestra que todos |os pasos se llevan a cabo en una sola célula, lo cual no es el caso. Los rayos indican enzimas que se sabe son
reguladas por luz. Las flechas punteadas se refieren a reacciones que no estan del todo caracterizadas. Trp = triptofano; G = geraniol; MV =
mevalonato; DAV = dacetilvindolina; MOH = 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxitabersonina; 16 MT = 16-metoxitabersonina; 16-OHT = 16-
hidroxitabersonina; TAB = tabersonina; EG = Estrictosidina glicona; DG = Estrictosidina aglicona; 10-OHG = 10-hidroxigeraniol; VLB = vin-
blasting; VCR = vincristing; G100H = geraniol 10-hidroxilasa; MIC = monoterpén (iridodial) ciclasa; LMT = (S-adenosil-L-metionina:acido
logénico metil transferasa; ES = estrictosidina sintasa; PDX = peroxidasa basica; SG = estrictosidina glucosidasa; CR = catenamina reductasa;
THA = tetrahidroa stonina sintasa; GDH = geizssoschizina deshidrogenasa; T160H = tabersonina 16-hidroxilasa; OMT = 11-O-dimetil-17-O-
deacetilvindolina O-metiltransferasa; NMT = 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina N-metiltransferasa; D4H = deacetoxilvindolina-4-
hidroxilasa; DAT = 17-O-deacetilvindolina O-acetiltransferasa. L os signos de interrogacion denotan enzimas que alin se desconocen o que exis-
ten reportes contradictorios por el momento. Para una vision globa de las diferentes células que intervienen en la biosintesis de los alcaloides
inddlicos en C. roseus ver lafigura 14.
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de micelios flngicos, como de filtrados provenientes de culti-
vos de hongos aumentan de forma importante la acumulacion
de diferentes AMIs[176,211,218].

Existen otros factores medioambientales que también
modifican de manera importante la biosintesis de los AMIs;
entre éstos los extremos osmético y salino se encuentran entre
los més importantes [211,213,219]. La adicion de KCI, NaCl,
manitol y sorbitol incrementan la acumulacion de AMIs.
Cuando conjuntamente se utiliza alguno de estos efectores y
se adicionan precursores de la biosintesis de AMIs como trip-
taminay triptofano, la produccion de los AMIs mejora sustan-
cialmente [219].

La biosintesis de |la catarantina y de la vindolina se
encuentra diferencialmente regulada. La biosintesis de la vin-
dolina es regulada en cuatro diferentes niveles: tisular, celular,
por desarrollo y € medio ambiente, en tanto que la de la cata
rantinano lo es.

La localizacion tejido-especifica de las enzimas para la
biosintesis de los AMIs, la regulacion ontogénica de la biosin-
tesis de vindolina como resultado de la expresion coordinada
de las enzimas involucradas en el proceso, asi como la presen-
cia de alcaloides especificos en los tgjidos de laraiz y en la
parte aérea de las plantas confirman que las rutas de biosinte-
sis son expresadas de una forma tejido-especifica. Durante €l
desarrollo de laplantula, las actividades de laTDC y la SS son
expresadas 36 — 48 horas antes que las de la desacetoxivindo-
lina-4-hidroxilasay 17-O-desacetilvindolina O-acetiltransfera-
sa [126]. La activacion de estas dos Ultimas enzimas coincide
con la transformacion cuantitativa de la tabersonina en vindo-
linay requiere de la participacion de la luz [126,164,182,183,
220]. También se ha determinado que existe un gradiente basi-
petal de expresion de las enzimas TDC, SS, desacetoxivindoli-
na-4-hidroxilasa y 17-O-desacetilvindolina O-acetiltransfera-
sa, lo que sugiere que la expresion de biosintesis de la vindoli-
na ocurre transientemente durante el desarrollo temprano de la
hoja, el talloy laraiz [1, 200] .

La luz juega un papel central en la regulacién de la bio-
sintesis de algunos alcaloides. En particular laluz activa algu-
nos de los Ultimos pasos de la ruta de biosintesis de la vindoli-
na. Laluz no participa en laformacion de los idioblastos ni de
las células laticiferas, por lo que alin esta por determinarse
como ocurre la activacion por laluz de las enzimas que llevan
acabo lainduccion de la biosintesis de los AMIs[182].

En suma, la catarantina es biosintetizada a lo largo de
todos los tejidos de la planta, en tanto que la vindolina es bio-
sintetizada sélo en las partes aéreas. Las reacciones cataliza-
das por laTDC y la SS se encuentran localizadas en la epider-
mis superior e inferior de las hojas y en e protoderma de la
raiz y en las células corticales alrededor del meristemo apical.
La desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y la 17-O-desacetilvin-
dolina O-acetiltransferasa se encuentran en los idioblastos y
en las células laticiferas (Figura 14). Es posible que la raiz
biosintetice catarantina y tabersonina y que éstas sean trans-
portadas via xilema a las células | aticiferas asociadas a las tra-
queidas. Estas Ultimas células pueden convertir tabersonina en
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Fig. 14. Compartamentalizacién de la biosintesis de alcaloides en C.
roseus. (A) Corte transveral de unahojade C. roseusy (B) corte lon-
gitudina de unaraiz. E = epidermis. Las flechas llenas sefialan idio-
blastosy las flechas vacias sefidlan células laticiferas.

vindolina y ésta acoplarse con catarantina para formar los
alcaloides bisinddlicos.

Diferenciacion celular

El proceso de desarrollo produce, ademas de lamorfogénesis, la
especializacion bioquimica de la cdulas dando como resultado
la biosintesis y/o acumulacion de metabolitos secundarios tales
como acaoides de diferente origen biosintético [131, 222-227].
Se ha determinado que € contenido de hiosciamina, alcaloide
derivado del tropano, en raices transformadas de Hyosciamus
muticus es similar a determinado en las raices de plantas com-
pletas. Sin embargo, cuando las raices son desdiferenciadas a
calo, e contenido del alcaloide disminuye al nivel de trazas,
cuando los callos son rediferenciados a raices, e contenido de
alcaloides vuelve a los niveles originales; este protocolo se
puede repetir infinidad de veces con & mismo resultado [222].

En otros procesos también se ha determinado que existe
una correlacion directa entre la diferenciacion celular y la bio-
sintesis de metabolitos secundarios, e. g. la de monoterpenos
en las glandulas epidérmicas de Mentha piperita [228]. En C.
roseus se ha propuesto que la presencia de células laticiferas
son esenciales para la produccion de alcaloides monoterpén-
inddlicos [135]; asi, la vindolina, una de las dos unidades
monomeéricas de los acaloides bisinddlicos, se biosintetiza en
brotes pero no en los callos [229]. Se han obtenido resultados
similares para el caso de la vinblastinag, ya que este producto
se acumula en brotes regenerados a partir de callos de C.
roseus pero no en callos o en suspensiones celulares [230,
231]. La catarantina, por otra parte, se produce préacticamente
en todala planta[232-234].
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Conclusiones

Un problema importante a considerar en el estudio del meta-
bolismo secundario en general, y en particular en el de C.
roseus, es el hecho de que no se ha utilizado un solo modelo.
En el caso de las enzimas involucradas en la biosintesis de los
alcaloides monoterpén-inddlicos, las enzimas estudiadas han
sido aisladas de diferentes fuentes, y si bien esimportante ana-
lizar la diversidad existente para estructurar un modelo para
confrontarlo con la realidad, también lo es e poder tener una
ruta biosintética completa en un solo modelo.

Se ha determinado que los niveles de alcaloides totales en
las raices en cultivo son de aproximadamente un orden de
magnitud mayor que en las células en suspension, confirman-
dose con esto que la diferenciacion celular juega un papel
importante en la biosintesis de los alcaloides [235]. Las raices
transformadas de C. roseus poseen la capacidad de biosinteti-
zar y acumular acaloides inddlicos en cantidades similares a
los de las raices de las plantas [235-239], ademés de biosinte-
tizar alcaloides que no habian sido reportados con anterioridad
como la O-acetilvalesamina [239] y la 19(S)-epimisilina
[240].

La elucidacién de la ruta de biosintesis que lleva a los
productos naturales, sdlo puede alcanzarse mediante la purifi-
cacion de cada una de las enzimas. El conocimiento que se
tiene hoy en dia de la biosintesis de los AMIs es alin fragmen-
tado; mientras que ya se conoce con bastante profundidad la
ruta de biosintesis de vindolina a partir de tabersonina, inclu-
yendo la clonacion de algunos de los genes que codifican para
las enzimas requeridas [18], ain se esta lgjos de entender la
biosintesis de la secologanina, la aimalicina, la tabersonina, la
catarantina 'y de varios de los intermediarios de la ruta de los
AMIs, aunque sabemos que la luz y € estadio de desarrollo
regulan laactividad y expresion de algunas de las enzimas.

Se sabe que labiosintesis de lavindolinay de la cataranti-
na son reguladas diferencialmente; la biosintesis de la primera
se encuentra bajo un control celular (participan el cloroplasto,
el citoplasma, € reticulo endoplasmico y la vacuold), de desa-
rrollo (los alcaloides se biosintetizan preferentemente en los
tgjidos jovenes), de tgjido (participan por lo menos tres tipos
de células) y medio ambiental (luz) més estricto que la de la
catarantina. También sabemos que el uso de efectores que pro-
ducen un aumento en el contenido de acaloides en las células,
provoca un incremento en la actividad de algunas de las enzi-
mas o en los niveles de expresion de algunos de |os genes que
las codifican.

Sin embargo, o mas importante es el hecho de que se
cuenta hoy en dia con modelos experimentales tales como
plantulas, cultivos celulares y raices transformadas de C.
roseus, asi como con herramientas tales como anticuerpos,
sondas moleculares y particularmente con las nuevas metodo-
logias provenientes de la protedmica.

Recientemente se han planteado algunas de las preguntas
que faltan por resolver: cua es el nimero de pasos de la via
que se llevan a cabo en la epidermis o en los apices radicales;
s la biosintesis de los alcaloides en las raices y en la epider-
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mis obedece a diferentes papeles biol6gicos y funciones eco-
I6gicas de los productos finales; que clase de tegjidos produce
intermediarios especificos para la biosintesis de la vindoling;
como son movilizados los intermediarios en las células latici-
ferasy en los idioblastos; para que se requiere un sistema tan
sofisticado de biosintesis; que alcaloides se acumulan en las
célulaslaticiferas, losidioblastos, laepidermisy lasraices[1].

Otra pregunta central para entender la biosintesis de los
AMIs es porqué los efectores externos aumentan selectiva-
mente la biosintesis de solo uno de los alcaloides y no la de
todos, aunque ya se ha propuesto la existencia de canales
metabdlicos para explicar estos resultados, y los de diferencia-
cién celular [131]. También es importante determinar si exis-
ten transportadores especificos para el movimiento de los dife-
rentes alcaloides entre los diferentes compartimientos celula-
resy los diferentes tejidos. Por otra parte, se debe evaluar €
hecho de que varias de las enzimas involucradas en la biosin-
tesis de los productos naturales tienen homologia con protei-
nas relacionadas con patogenicidad.

La complejidad de los procesos genéticos, cataliticos y de
transporte de la biosintesis de los AMIs es uno de los retos
intel ectuales més estimulantes en el area de los metabolitos
secundarios actualmente. Si bien se requieren mas de 50 pasos
metabdlicos para sintetizar los alcaloides més importantes de
C. roseus, solamente se han determinado y caracterizada en
algun grado alrededor de 20 de las enzimas regueridas (Tabla
1). Por lo que adn faltan por elucidar un nimero importante de
pasos metabdlicos, purificar las enzimas correspondientes y
clonar sus genes. También es necesario elucidar los diversos
aspectos de su regulacion, tanto en €l nivel celular como en €l
molecular, pero sobre todo determinar cua es la funcion de
los AMIs en las plantas que los producen.
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