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Abreviaturas

10-0OC 10-oxogeranial: iridodial ciclasa

AAC Acetoacetil Coa

AACT Acetoacetil CoA tiolasa

AC Acetil CoA

AE Actividad especifica

AMIs Alcaloides monoterpeno inddlicos
AVLBS 4’anhidro vinblastina sintasa

BSA Albumina sérica de bovino

CTVv Cultivo de tejidos vegetales

DTT Ditiotreitol

DXPS 1-Desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
FPLC Cromatografia liquida rapida de proteinas
G100H Geraniol 10-hidroxilasa

HMG-CoA 3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA

HMGL 3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA liasa
HMGR 3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa
HMGS 3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa

IPP Isopentenil pirofosfato



MeJa

MGH

MV

MVC

MVPP

NADPH

PAGE

PCC

PF

PK

PMSF

PPMV

PPMDC

PS

TCA

TDC

Tris-HCI

SDS

SS

Metil jasmonato

3-Metilglutaconil-CoA hidratasa
Mevalonato

5-Fosfomevalonato cinasa

Mevalonato 5-pirofosfato

Nicotinamida adenin dinucledtido fosfato
Electroforesis en gel de poliacrilamida
Reactivo de Corey, clorocromato de piridinio
Peso fresco

Protein cinasa

Fenil metil sulfonil fluoruro
Difosfomevalonato

Difosfomevalonato descarboxilasa

Peso seco

Acido tricloroacético

Triptofano descarboxilasa

Tris hidroximetil aminometano, forma acida
Dodecilsulfato de sodio

Estrictosidina sintasa
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Resumen

La enzima 10-oxogeranial: iridodial ciclasa (10-OC), que cataliza la reaccion de
formacion de iridodial a partir de 10-oxogeranial y NADPH, se encuentra presente en
células de plantas, ha sido detectada en células de cultivos de células en suspension
de Rauvolfia serpentina y en cultivos de raices transformadas de Catharanthus
roseus. En general, no existen estudios que permitan evaluar la(s) funcion(es)
especifica(s) de la 10-OC en la biosintesis de los alcaloides monoterpeno inddlicos;
sin embargo, su actividad es detectable y por las caracteristicas de la reaccién que

cataliza, es probable que pueda ser un punto de regulacion en esta ruta metabdlica.

En este trabajo se identificd, semipurificod y caracterizo a la enzima 10-OC presente en
extractos solubles de raices transformadas de C. roseus. En la primera parte de este
trabajo se establecié una metodologia para la preparacion del sustrato verdadero de la
enzima, el 10-oxogeraniol. Este compuesto de origen terpénico, el cual no se
encuentra comercialmente disponible se obtuvo mediante la doble oxidacion quimica
del 10-hidroxigeraniol empleando como oxidante al reactivo de Corey, (clorocromato
de piridinio), en una relacién 4:1 monoterpeno:oxidante, permitiendo la oxidacion
durante 30 minutos. Bajo estas condiciones se obtuvo al 10-oxogeraniol el cual fue
purificado posteriormente por cromatografia en columna. La identidad del compuesto
fue determinada por 'H-RMN. E| sustrato asi obtenido permitié establecer una
metodologia para detectar y caracterizar a la enzima. Durante un ciclo de cultivo de
celulas de raices transformadas de C. roseus, obtenida en un curso temporal de 21
dias, se observo una actividad enzimatica exclusivamente soluble que se mantuvo
constante (1,200 pKat mg'1) durante 0 a 9 dias; posteriormente tuvo algunas
variaciones para alcanzar después un pico maximo de actividad en el dia 21 (1,700
pKat mg™'). Después de varios intentos, se establecio una estrategia para purificar a la
enzima basada en cromatografia de exclusion por tamafio y en cromatografia de
afinidad. Se alcanzaron 19.6 veces de purificacion a partir del extracto crudo, teniendo
como producto final en el gel SDS algunas bandas mayoritarias en el rango de 60 y 35

kDa. El pH 6ptimo para la reaccion catalizada por la enzima semipurificada fue 7.0 y el
[



pl fue aproximadamente 5.4. También se hicieron algunos experimentos iniciales para
caracterizar cinéticamente a la enzima, obteniéndose los valores de Ky para el 10-
oxogeranial y el NADPH y que fueron 0.52 mM y 70 pM, respectivamente. Estos
resultados deben servir como antecedente para futuros trabajos para purificar
totalmente a la enzima, conocer su mecanismo de reaccion y para puntualizar

aspectos relacionados con su funcion.



Abstract

The enzyme 10-oxogeranial: iridodial cyclase (10-OC) catalyzes the iridodial formation
from 10-oxogeranial and NADPH, it is present in plants cells, and it has been detected
in cell suspensions of Rauvolfia serpentina and in transformed roots of Catharanthus
roseus. In general, there is a lack of evaluation of the specific function(s) of 10-OC in
the biosynthesis of monoterpen indol alkaloids. However, its activity is detectable and
based on the characteristics of the catalytic reaction, it may present a regulatory point

in this metabolic route.

In this work, 10-OC was identified, semipurified and characterized in soluble extracts of
C. roseus hairy roots. In the first part of this study, a methodology was settled for the
preparation of the authentic enzyme substrate, the 10-oxogeranial, made up of
terpenic origin, which is not commercially available. This compound was obtained by
means of the double chemical oxidation of the 10-hydroxigeraniol using the Corey’'s
reagent, piridin chlorocromate, as the oxidizer in a 4:1 monoterpene:oxidizer ratio and
allowing the oxidation for 30 minutes. Under such conditions the 10-oxogeranial was
obtained which was later purified by chromatography in column. The identity of this
compound was determined by 'H-RMN. The obtention of the substrate allowed the
establishment of a methodology to detect and characterize the enzyme. During a 21 d
cycle of culture, activity was observed exclusively in the soluble fraction and stayed
constant (1,200 pKat mg-1) during 0-9 d. Later on, it had some variations to reach a
maximum peak of activity at day 21 (1,700 pKat mg™"). After several intents, a protocol
to purify the enzyme, based on site exclusion and affinity chromatography was
developed. A 19.6-fold of purification was reached starting from the raw extract, having
a final product in the SDS gel composed of some major bands in the 35 and 60 kDa
range. The optimum pH for the reaction driven by the semipurified enzyme was 7.0
and the pl was approximately 5.4. Some initial experiments were made to kinetically
characterize the enzyme. The Km values for 10-oxogeranial and NADPH were 0.52

mM and 70 uM respectively. These results should be a good antecedent for future

xi



works oriented towards the total enzyme purification, the enzymatic reaction

mechanism and to remark aspects related with its function.
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Introduccion

Desde la antigiiedad el hombre ha empleado vegetales para fines tan diversos como la
alimentacion, la salud (drogas tradicionales y quimioterapeutica moderna), la vivienda,
etc. (Loyola-Vargas y Hernandez-Sotomayor, 1997; Lozoya y Goémez, 1997). Para ello,
rutinariamente se cultivan diversas especies de plantas. En muchas ocasiones el
cultivo de especies vegetales en el campo es un proceso lento, expuesto a condiciones
variables de climas y suelos, asi como al ataque de plagas y de enfermedades que
influyen tanto en el rendimiento del grano y los frutos, como en la capacidad de
produccién de metabolitos primarios y secundarios de las plantas (Loyola-Vargas y
Miranda-Ham, 1990; 1995; Loyola-Vargas et al., 1990). En otras especies vegetales
que son obtenidas directamente de la flora natural los niveles de estos metabolitos
pueden ser mayores y esto ha llevado a su explotacion en forma indiscriminada,

redundando en una disminucién gradual de los recursos.

El cultivo de tejidos vegetales, (CTV), es el cultivo aséptico de tejidos, 6rganos o
células vegetales que se mantienen bajo condiciones in vitro para su proliferacion,

crecimiento y regeneracion de plantas (Street, 1977).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales se han desarrollado para una gran
variedad de especies. Inicialmente los cultivos de tejidos de plantas fueron
desarrollados como un modelo experimental para estudiar los procesos de
diferenciacion celular. En la actualidad son ademas empleados para el estudio de la
bioquimica y fisiologia de plantas (Loyola-Vargas, 1984).

El CTV también ha sido empleado como modelo para el estudio del metabolismo
secundario, ya que pueden acumular algunos de los compuestos caracteristicos de la
planta original. Entre los productos obtenidos se tienen farmacos, fragancias,
colorantes, aceites y pesticidas. La mayoria de estos productos son complejos en su
estructura quimica y representan el o los productos terminales de largas rutas
metabolicas ( Alfermann, 1999; Chartrain et al., 2000; De Luca y St-Pierre, 2000).



El desarrollo de las técnicas de CTV, la puesta en el mercado de algunos compuestos
obtenidos por esta técnica y el desarrollo de la ingenieria metabdlica, ha aumentado el
interés por elucidar las vias de biosintesis de compuestos de interés comercial como

es el caso de algunos alcaloides, pigmentos y terpenos.

Los avances realizados en el CTV para producir metabolitos secundarios a gran escala
ha sido considerables (De Luca y St-Pierre, 2000; DiCosmo y Misawa, 1996; Flores et
al., 1999; Loyola-Vargas y Hernandez-Sotomayor, 2003; Taylor, 1998); en el caso de
células vegetales se han establecido procesos industriales para la obtencion de
shikonina, berberina, acido rosmarinico (Loyola-Vargas y Miranda-Ham, 1990; 1995) y
para la produccion de biomasa de ginseng (Scragg, 1990). Sin embargo, con

frecuencia ocurren alteraciones importantes en los niveles de produccion.

Es de considerar que los cultivos de células desdiferenciadas son inestables aun
cuando se trate de la misma linea celular y de condiciones de cultivo idénticas. Entre
los factores que parecen influir para estos cambios son los fitorreguladores (Scragg et
al., 1990; Vazquez-Flota et al., 1994), el regimen de luz (Wang et al., 2001; Zhao et al.,
2001), la temperatura (Bailey y Nicholson, 1990; Choi et al., 2000), el pH del medio de
cultivo (Hagendoorn et al., 1994; Saenz-Carbonell et al., 1993), la aireacion y la
agitacion (Scragg et al., 1989). Asimismo, influyen la fuente del material vegetal y sus

caracteristicas genéticas (Deus-Neumann y Zenk, 1984).

Por otra parte, el modelo mas utilizado para realizar estudios de regulacién metabdlica
es el CTV (Van der Heijden et al., 1989; Vazquez-Flota y Loyola-Vargas, 1994) debido
principalmente a que este modelo es mas facil de manejar, a la posibilidad de
manipularlo bajo condiciones controladas y a que los cultivos pueden ser inducidos a
sobreexpresar los genes que codifican para las enzimas involucradas en la biosintesis

de un metabolito en particular, llevando a su mayor acumulacion.

Debido a que Catharanthus roseus es capaz de sintetizar alcaloides indolicos
monomericos y diméricos de alto valor agregado, entre los cuales la vindolina, la
ajmalicina, la vincristina y la vinblastina son desde el punto de vista comercial los mas
significativos (Svoboda y Blake, 1975; Taylor y Farnsworth, 1975), esta planta, sobre

la que se ha desarrollado una gran cantidad de estudios sobre regulacién metabdlica y
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transduccion de sefales, representa un modelo experimental muy importante en la
biotecnologia vegetal, particularmente debido a que la biosintesis de alcaloides
monoterpeno indélicos que realiza como parte de su metabolismo secundario involucra
diferentes pasos en varios organelos, muchos de los cuales no han sido dilucidados.
Aun mas, la mayoria de las enzimas que participan en esta ruta metabdlica no han

sido caracterizadas y se desconocen los pasos en donde es regulada la via.

Varios factores modulan la sintesis de los alcaloides inddlicos en C. roseus; por
ejemplo, el nivel de organizacion celular (Moreno-Valenzuela et al., 1998) y la edad del
cultivo. Kurz et al., (1985) determinaron al estudiar 200 lineas celulares de C. roseus
que existe una importante variacion en su capacidad biosintética, tanto en la cantidad
(0.1-1.5% de peso seco) como en el tipo de alcaloides, sefialando incluso que el 6% de
las lineas no producian ningun tipo de alcaloide. Se ha observado que los callos
derivados de plantulas practicamente no producen vinblastina, sin embargo, al
regenerar brotes a partir de los callos, la acumulacion de alcaloides puede ser similar
al de la planta original (Datta y Srivastava, 1997). Por otro lado, otro grupo canadiense
(Constabel et al., 1981) determiné que la variacion en el espectro de alcaloides fue
minima cuando se compararon entre si lineas celulares iniciadas a partir de la misma

planta.

La vindolina, uno de los precursores de los alcaloides indélicos diméricos, es
sintetizada unicamente en los brotes derivados de callos (Datta y Srivastava, 1997),
mientras que los callos no la producen (Constabel et al., 1982). También se ha
enfatizado la posibilidad de la obtencién de cultivos seleccionados altamente
productores de alcaloides (Zenk et al., 1977). Al analizar y comparar el contenido de
los alcaloides de plantas completas con el de brotes, raices y cultivos de células en
suspension, el patron de alcaloides en raices y cultivos en suspension fue similar al
determinado en hojas y tallos, particularmente el de la catarantina, la cual se encuentra
en todos los tejidos a diferencia de la vinblastina y la vincristina que no fueron
detectadas ni en los brotes ni en las células en suspensién (Endo et al., 1987). En el
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan se han cuantificado los niveles de
alcaloides en cultivos con diferente grado de diferenciacion (Monforte-Gonzalez y

Loyola-Vargas, datos no publicados), remarcando la importancia del grado de
3



diferenciacién sobre la cantidad de alcaloides que pueden producir estos cultivos. La
caracterizacion de la geraniol 10-hidroxilasa, una enzima de la familia de las P-450
oxidorreductasas, dio a conocer algunos aspectos sobresalientes de la enzima y
remarco su importancia como un probable punto de regulacion en la sintesis de los

alcaloides monoterpeno indélicos (Canto-Canché y Loyola-Vargas, 2000; 2001).

Las investigaciones mencionadas en los parrafos anteriores puntualizan la necesidad
de conocer con precision la ruta metabolica de obtencion de este grupo de alcaloides
y, entre otros factores, cual o cuales son las enzimas que catalizan las reacciones
biosintéticas claves que pudieran representar puntos de regulacion, esto es con el fin
de implementar estrategias para aumentar la produccién de los alcaloides

monoterpeno inddlicos en esta especie.

Este trabajo estuvo encaminado al conocimiento y la caracterizacién de la funcion que
la enzima 10-oxogeranial: iridodial ciclasa desempefia en esta ruta metabdlica
empleando como modelo experimental raices transformadas de C. roseus. Para
alcanzar este objetivo se implementaron metodologias que permitieron preparar el
sustrato de la enzima, detectar su actividad enzimatica, semipurificarla y caracterizarla
tanto en el extracto enzimatico crudo como en la etapa de mayor grado de pureza

alcanzada.
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Resumen

Los alcaloides son uno de los grupos de metabolitos secundarios mas diversos
encontrados en los organismos vivos. Este grupo incluye alrededor de 12,000
productos, entre los cuales se encuentran los alcaloides indélicos, alcaloides derivados
del triptofano que conforman alrededor de la cuarta parte de todos ellos. Los
alcaloides se han reportado en varias familias vegetales, pero principalmente en las
Apocinacea, Loganiaceae y Rubiaceae, todas del orden Gentianales. Entre los
alcaloides mas importantes se tiene a los de tipo bisinddlico como la vinblastina,
utilizada en el tratamiento del mal de Hodgkin, y a la vincristina empleada en el
tratamiento de la leucemia; ademas de los alcaloides monoterpeno indélicos ajmalicina
y serpentina utilizados como agentes antihipertensivos contra las arritmias cardiacas y
el mejoramiento de la circulacion cerebral. La complejidad de los procesos genéticos,
cataliticos y de transporte en la biosintesis de los alcaloides monoterpeno indélicos, es
actualmente uno de los retos intelectuales mas estimulantes en el area de los
metabolitos secundarios. Si bien se requieren mas de 50 pasos metabdlicos para
sintetizar los alcaloides mas importantes producidos por C. roseus, hasta ahora

solamente se han determinado y caracterizado, en algun grado, 20 de las enzimas
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requeridas. Falta aun por elucidar un importante numero de pasos metabolicos, para
después purificar las correspondientes enzimas e intentar clonar sus genes. También
es necesario elucidar los diversos aspectos de la regulacion de la biosintesis de los
alcaloides, tanto en el nivel celular como en el molecular, pero sobre todo determinar
cual es su funcion en las plantas que los producen. En esta revision se presenta un
analisis del estado actual que guarda el conocimiento en las rutas de biosintesis de los

alcaloides monoterpeno inddlicos en C. roseus.
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
alkaloids. These types of alkaloids are present in several plants families, 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 vincristine, used for children's leukemia. Furthermore, the
monoterpene alkaloids ajmalicine 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 transport 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
required to synthetize the most important alkaloids in Catharanthus roseus. Until now
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 their genes to be isolated and cloned. It is also fundamental to
elucidate 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 alkaloids is presented.
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Introduccion

Los alcaloides son uno de los grupos mas diversos de metabolitos secundarios
encontrados en los organismos vivos. Si bien los alcaloides han sido aislados
tradicionalmente de las plantas, de las cuales alrededor del 20% los contienen (De
Luca y St-Pierre, 2000), actualmente se ha reportado la presencia de un nimero
creciente de este tipo de metabolitos en animales, insectos, invertebrados marinos y
microorganismos (Roberts y Wink, 1998). Una gran cantidad de alcaloides han sido
empleados en la medicina, y muchos de ellos ain son prominentes farmacos hoy en
dia (Schmeller y Wink, 1998).

Los cerca de 12,000 alcaloides se agrupan de acuerdo con su origen biogenético (De
Luca y St-Pierre, 2000). Con base en esta clasificacion se tienen cuatro grupos: 1)
alcaloides derivados de aminoacidos tales como ornitina/arginina, lisina, histidina,
fenilalanina/tirosina, triptofano, y del acido antranilico y el acido nicotinico; 2) alcaloides

purinicos; 3) terpenos aminados y 4) alcaloides policétidos.

Entre los alcaloides derivados del triptofano se encuentran los alcaloides indélicos,
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, valesiacontamano y aparicino
(Kutchan et al., 1991).

Alcaloides monoterpeno inddlicos

Los alcaloides monoterpeno indélicos (AMIs) conforman una familia de mas de 3,000
miembros, de los cuales sélo en algunos casos se conoce su efecto fisioldgico en los
mamiferos (Geerlings et al., 2000; Kutchan, 1995). Este tipo de alcaloides se han
encontrado en varias familias vegetales, pero principalmente en las Apocinacea,
Loganiaceae, Nissaceae y Rubiaceae, todas del orden Gentianales. Entre las plantas
mas conocidas y estudiadas que producen AMIs se tienen a Catharanthus roseus,
Tabernaemontana divaricata y Rauvolfia serpentina (Cordell, 1999; Waterman, 1998).

11



Grupo de la vincamina Grupo de la ajmalina Grupo de la yohlmblna

Cri)

Su )
N \L ]

v N N N N
SN 5
oS %
H3CO,Cw s N g \1
CH,CHs Ajmalina | Yohimbina H* T .
Hycooc”
Vincamina \
OH
Grupo de la heteroyohlmbma Grupo de la estricnina
F . P \\N
g T ) -
R ae” g — -
)li \ CHy H ‘ " o _.-OGlu S N . 3
Ajmalicina 1 6 ”[V ) s S AT
CH500C g HyCcooC a 3 R 0
Estrictosidina Estricnina-N-6xido
He, wCaHs
s, w Grupo de la sarpagina
; \[——[ Nr
” f = H_
I l - ,,|‘ il Grupo de la catarantina . o B S
: T : S T Estrictosidina I r‘]
H 2N S R = CH, Vinblastina
N ﬂ
A\ » /J\ = ]
[ | OH\I:/CZHF’ Sarpagina
o N T"/ j!/ OCOCH;
R CO,CH,

Figura 1. Alcaloides indolicos sintetizados a partir de la
estrictosidina (Kutchan et al., 1991; Roberts, 1998).

CATHARANTHUS ROSEUS

Catharanthus roseus (L.) G. Don, es una planta perenne de la familia de las

Apocinaceas de distribucién pantropical originaria de Madagascar, que ha sido

cultivada con fines ornamentales gracias a que durante la mayor parte del afo

presenta flores de color rosa o blanco (Svoboda y Blake, 1975). Esta planta ha sido

usada en la medicina tradicional como agente hipoglucémico (Singh et al., 2001); e

interés p(;r esta planta se debe a que sigue siendo una fuente importante de agentes

quimioterapéuticos (Schmeller y Wink, 1998; Svoboda y Blake, 1975) y a que produce
una gran variedad de AMIs (Svoboda y Blake, 1975; Van der Heijden et al., 1989), la
mayoria de los cuales poseen actividad farmacologica. Entre los alcaloides mas

importantes producidos por C. roseus estan los del tipo bisinddlico que incluyen a la

vinblastina, utilizada en el tratamiento del mal de Hodgkin (Schmeller y Wink, 1998), y
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a la vincristina empleada en el tratamiento de la leucemia (Schmeller y Wink, 1998);
esta planta también produce los agentes antihipertensivos ajmalicina y serpentina
(Shanks et al., 1998) utilizados contra las arritmias cardiacas y el mejoramiento de la
circulacion cerebral (Moreno et al.,, 1995; Schmeller y Wink, 1998). Actualmente el
costo de la vinblastina en el mercado es de aproximadamente un millon de délares por
kilogramo; teniéndose una produccion anual de 12 Kg. Por otra parte, la vincristina
alcanza un costo de 3.5 millones de dolares por kilogramo y su produccién anual es de
1 kilogramo. El alto costo de estos alcaloides se debe a que se encuentran en
concentraciones muy bajas en la planta (alrededor de 0.0005% PS) y a que su
extraccion se lleva a cabo en presencia de otros 200 alcaloides con propiedades

quimicas y fisicas similares (De Luca y Laflamme, 2001; Scott, 1979).

Esta problematica planteé la necesidad de encontrar fuentes alternas para la obtencion
de alcaloides bisindélicos. Al principio de la década de los ochentas se pensaba que el
cultivo de tejidos vegetales podria ser la alternativa; sin embargo, hasta ahora, y
después de un gran esfuerzo de investigacion, los alcaloides de importancia
farmacoldgica de C. roseus sélo han sido obtenidos en concentraciones muy bajas (De
Luca et al., 1998; Moreno et al., 1995; Van der Heijden et al., 1989; Verpoorte et al.,
1993). Entre las principales causas de la falta de éxito para la obtencion de alcaloides
y otros productos de importancia econémica a partir de cultivo de tejidos vegetales, se
encuentra la falta de conocimiento de las vias de biosintesis y degradacion de estos

productos.

BIOSINTESIS DE AMIS

La biosintesis de los AMIs producidos por C. roseus (Figura 2) es extremadamente
compleja y requiere la conjuncion de dos vias metabdlicas: la via inddlica y la via
terpénica (De Luca, 1993; Meijer et al., 1993c).
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Figura 2. Estructura de los AMIs: ajmalicina (A), catarantina (B),
vindolina (C) alcaloides monoterpeno inddlicos y de los alcaloides
bisinddlicos vincristina (D, VCR) y vinblastina (D, VLB).

La enzima L-aminoacido-aromatico carboxi-liasa (EC 4.1.1.28)1 (nc = triptofano
descarboxilasa) cataliza la conversion de L-triptofano a L-triptamina, el derivado
inddlico de los AMIs, y de esta manera deriva triptofano hacia el metabolismo
secundario. La triptamina y la secologanina, el precursor monoterpeno-glucoiridoide,
son condensados en estrictosidina, un glucoalcaloide precursor de todos los alcaloides
aislados de C. roseus. La enzima que cataliza la condensacion de la triptamina y de la
secologanina es la 3-a(S)-estrictosidina triptamina-liasa (EC 4.3.3.2) (nc =

estrictosidina sintasa).

'La primera vez que se nombra una enzima se da el nombre sistematico y el nimero
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 el nombre comun.
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Los precursores inmediatos de los AMIs, triptamina y secologanina, requieren a su vez
precursores provenientes del metabolismo primario. En las plantas, al igual que en los
microorganismos, los precursores de los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina
y triptofano provienen de la via metabdlica del acido shikimico (Berg et al., 1995;

Mathews et al., 2000).

Biosintesis de secologanina

La via del mevalonato que da lugar a la biosintesis de la secologanina, es una ruta
mucho mas compleja y ramificada que la via del acido shikimico. Las plantas poseen
dos rutas independientes de biosintesis del isopentenil pirofosfato para la formaciéon de
isoprenoides que funcionan en compartimientos celulares diferentes: 1) la ruta clasica
del acetato/mevalonato para la biosintesis de terpenoides en el citoplasma, y 2) la ruta
de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato en los plastidos (Figura 3) (Lange et al., 2000;
Lichtenthaler, 2001).

El conocimiento de la ruta metabdlica del mevalonato esta basada en las
investigaciones realizadas sobre la biosintesis de los esteroles, principalmente en
mamiferos y levaduras (Gray, 1987). En las plantas, estos mecanismos son similares;
sin embargo, la cantidad de productos finales que sintetizan los vegetales a partir de

esta molécula, es mucho mayor.

La via del mevalonato se inicia con la conjugacion de dos moléculas de acetil-CoA por
la acetil-CoA:acetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9) (nc = acetil-CoA C-
acetiltransferasa) (Reacciéon 1, Figura 3). En el siguiente paso la acetilo-
CoA:acetoacetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.3.10) (nc = hidroximetilglutaril-CoA
sintasa) une al acetoacetil-CoA con otra molécula de acetil-CoA para formar la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (Reaccion 2, Figura 3), la cual es reducida a (R)-mevalonato
por la enzima (R)-mevalonato:NADP oxidorreductasa-CoA (CoA-acetilante) (EC
1.1.1.34) (nc = hidroximetilglutaril-CoA reductasa, HMGR) (Reaccién 3, Figura 3). El
(R)-mevalonato es fosforilado dos veces, primero por la ATP:(R)-mevalonato-5-
fosfotransferasa (EC 2.7.1.36) (nc = mevalonato cinasa) (Reaccién 4, Figura 3) y luego
por la ATP:(R)-5-fosfomevalonato fosfotransferasa (EC 2.7.4.2) (nc = fosfomevalonato
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cinasa) (Reaccion 5, Figura 3) para obtener (R)-5-difosfomevalonato. Por ultimo, el (R)-
5-difosfomevalonato es descarboxilado por la ATP:(R)-5-difosfomevalonato
carboxiliasa (deshidratante) (EC 4.1.1.33) (nc = difosfomevalonato descarboxilasa) a

isopentenil pirofosfato (IPP) (Reaccién 6, Figura 3).

Figura 3. Ruta para la biosintesis del isopentenil pirofosfato
(IPP). Los numeros dentro del circulo indican las enzimas:
acetil-CoA C-acetiltransferasa (1), 3-hidroxi-3-metilglutaril
CoA sintasa (2); 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa (3);
mevalonato cinasa (4); 5-fosfomevalonato cinasa (5);
difosfomevalonato descarboxilasa (6); 1-desoxi-D-xilulosa-5-
fosfato sintasa (Z); 1-desoxi-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 isomerasa (14) (Adam y Zapp, 1998; Agranoff et al.,
1960; Arigoni et al., 1997, Bloch et al., 1959; Durr y Rudney,
1960; Lange et al,, 2000; Lichtenthaler, 2001; McCaskill y
Croteau, 1998; Rudney, 1957; Stern et al., 1960; Tchen,
1958).
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El IPP es convertido a su isbmero reactivo, el dimetilalil difosfato (DMAPP), por la
isopentenil-difosfato A®-A? isomerasa (EC 5.3.3.2) (nc = isopentenil-difosfato (-
isomerasa) (Reaccion 14, Figura 3; reaccion 1, Figura 4). La condensacion del DMAPP
con una molécula de IPP es llevada a cabo por la dimetilalil-difosfato:isopentenil-
difosfato dimetilaliltranstransferasa (EC 2.5.1.1) (nc = dimetilaliitrans transferasa)
(Reaccion 2, Figura 4) y genera el geranil-difosfato (GPP), iniciandose de esta forma la
biosintesis de los monoterpenos; posteriormente la geranil-difosfato:isopentenil-
difosfato geraniltranstransferasa (EC 2.5.1.10) (nc = geraniltranstransferasa) cataliza la
union del GPP a una molécula de IPP para producir trans, trans-farnesil difosfato
(Reaccion 3, Figura 4) y dirigirse a la biosintesis de los sesquiterpenos, triterpenos,
diterpenos, entre otros (Gershenzon y Croteau, 1990) (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 multienzimaticos; en rabano (Raphanus sativus)
(Bach et al., 1994) y en C. roseus (Van der Heijden et al., 1994a) se ha detectado la
existencia de una enzima membranal que presenta la actividad de acetoacetil-CoA C-

acetiltransferasa y de hidroximetilglutaril-CoA sintasa juntas.

Hasta principios de la década de los noventas se creia que todos los isoprenoides eran
biosintetizados a partir de mevalonato (Bach, 1995; Chappell, 1995a; Chappell et al.,
1995; Chappell, 1995b) y que la enzima HMGR podria representar un paso limitante
para la biosintesis de los isoprenoides vegetales, como ocurre para la biosintesis del
colesterol en los animales (Goldstein y Brown, 1990).

También se pensaba que el IPP se biosintetizaba exclusivamente en el citosol y se
metabolizaba ahi mismo, o se transportaba a los plastidos. Sin embargo, Heintze et al.

(1994), observaron que los plastidos de trigo son capaces de biosintetizar carotenos a

partir de. [14C]-acetato, lo que sugiere que en ellos también se lleva a cabo la
biosintesis de IPP. 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, lo que se obtuvo fue una nueva ruta
metabolica para la sintesis del IPP plastidico (Lichtenthaler et al., 1997; Schwender et
al., 1996).
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Escualeno
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Poliprenoides

Los numeros dentro del circulo indican las enzimas: isopentenil-

difosfato  D-isomerasa (1), dimetilalilfranstransferasa

(2);

geraniltranstransferasa (3); farnesiltranstransferasa (4) (Agranoff et

al., 1960; Banthorpe et al., 1976; Reed y Rilling, 1975).

La ruta de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa, descubierta en Escherichia coli por
Rohmer et al. (1993), se inicia con la condensacion entre el piruvato y el
gliceraldehido-3-P para dar la 1-desoxi-D-xilulosa-5-P, en una reacciéon dependiente de
tiamina y catalizada por la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (EC 2.2.1.7)
(Lichtenthaler, 1999) (Reaccién 7, Figura 3). Esta enzima fue aislada por primera vez
en plantas de Mentha x piperita y tiene una masa molecular de 71 kDa (Lange et al,,
1998). En las plantas, esta via alterna de biosintesis genera el IPP en los plastidos

para la biosintesis de isoprenoides, (Adam y Zapp, 1998; Lange et al., 1998;

Lichtenthaler, 1999; McCaskill y Croteau, 1998).
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De acuerdo con Contin et al. (1998), la secologanina proviene principalmente de la via
alterna de biosintesis del IPP, aunque los datos de la literatura sugieren que la via del
mevalonato también participa en la biosintesis de este monoterpeno, si bien en menor
grado. En nuestro laboratorio hemos determinado que raices transformadas de C.
roseus, llevando la HMGR de hamster truncada sin el dominio por el cual se une a la
membrana, son capaces de modificar la biosintesis de alcaloides y de esteroles
(Ayora-Talavera et al., 2002). En el caso con menor actividad de la enzima soluble se
obtuvo un aumento en la biosintesis de ajmalicina y de catarantina al mismo tiempo
que disminuyé la biosintesis de campesterol. Cuando la actividad de la HMGR soluble
fue maxima, no se detecté catarantina y los niveles de campesterol y serpentina

aumentaron (Ayora-Talavera et al., 2002).

La coexistencia de ambas vias también se ha propuesto para la biosintesis de otros
terpenos como el B-caroteno, el fitol y la luteina en C. roseus (Arigoni et al., 1997) y

para los sesquiterpenos de Matricaria recutita (Adam y Zapp, 1998).

En C. roseus so6lo se han determinado algunas de las enzimas 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 al mevalonato (Van der Heijden et al.,
1989); la geraniol 10-hidroxilasa (Reaccion 3, Figura 5), determinada, aislada y
purificada de suspensiones celulares (Canto-Canché y Loyola-Vargas, 2000; Canto-
Canché y Loyola-Vargas, 2001; Meijer et al., 1993a); la enzima NADPH:citocromo P-
450 reductasa, reconocida como un componente de la geraniol 10-hidroxilasa, fue
purificada hasta homogeneidad por cromatografia de intercambio idénico (Madyastha y
Coscia, 1979a); una monoterpeno-alcohol oxido-reductasa no especifica soluble que
funciona en presencia de NAD(P)" (Reaccién 4, Figura 5), capaz de catalizar la
oxidacion del 10-hidroxigeraniol a los correspondientes aldehidos (Madyastha vy
Coscia, 19'79b)4

Recientemente nuestro grupo ha sido capaz de determinar en raices transformadas de
C. roseus y utilizando el verdadero sustrato de la 10-oxogeranial:iridodial ciclasa, la
enzima que cataliza la primera ciclizaciéon en la via de biosintesis de la secologanina

(Reaccién 5, Figura 5) (Sanchez-lturbe et al., 2004). También se ha determinado a la
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(S)-adenosil—L-metionina-écido loganico-metiltransferasa, en semillas de C. roseus;
esta enzima cataliza la formacién de loganina a partir de acido loganico o del &cido
secologanico y de la (S)-adenosil-L-metionina (Reaccién 6, Figura 5) (Madyastha et al.,
1973). Recientemente se ha determinado la secologanina sintasa (Reaccion 7, Figura
5), una proteina de la familia de las P450 (Irmler et al., 2000; Yamamoto et al., 2000).
No todas las enzimas han sido purificadas y Unicamente la geraniol 10-hidroxilasa se

ha visto que es inhibida por uno de los alcaloides 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 llevados a cabo con trazadores in vivo

administrando glucosa, mevalonato, geraniol u otros precursores intermedios

marcados con 3H 6 14C. Para ello se han empleado suspensiones celulares de C.
roseus, Rauvolfia serpentina, Gardenia jasminoides, Teucrium marum y Nepetia
cataria, asi como plantas de diversas especies del género Lonicera (Contin et al.,
1998).
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Figura 5. Biosintesis del monoterpeno iridoide secologanina.
Los nameros encerrados en los circulos corresponden a las
enzimas: geraniol pirofosfato sintasa (1); fosfatasa
(¢ desconocida?)  (2);  geraniol 10-hidroxilasa  (3);
NADP":monoterpeno oxidorreductasa (4); 10-oxogeranial:
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loganina:oxigeno oxidorreductasa (9 y 11). Al principio de la
via se sefala la posicion de la fosfatasa especifica para el
geranil pirofosfato, propuesta por el grupo del Dr. R.
Verpoorte (Meijer, 1993), pero cuya existencia no ha podido
ser demostrada hasta el momento. Las flechas punteadas
indican pasos no caracterizados o probables. Varias flechas
en el mismo paso indican que probablemente se trata de
varios pasos metabdlicos. b Paso inhibido por la
catarantina. Diagrama basado en De Luca (1993),
Gershenzon y Croteau (1990) y Meijer (1993c).

El primer producto que se compromete en los esqueletos hidrocarbonados hacia la
biosintesis del monoterpeno es el geraniol. Se ha propuesto que entre éste y la
secologanina existen al menos 11 pasos enzimaticos, de los cuales unicamente se

conocen seis: la geraniol 10-hidroxilasa (Reaccion 3, Figura 5), la

NADP*:monoterpenooxidorreductasa (Reaccion 4, Figura 5), la 10-oxogeranial:
iridodial ciclasa (Reacciéon 5, Figura 5), la 7-desoxiloganina,NADPH:oxigeno
oxidorreductasa (7a-hidrolasa) (EC 1.14.13.74) (Reacciones 6 y 8, Figura 5), la (S)-
adenosil-L- metionina:loganato 11-O-metiltransferasa (EC 2.1.1.50) (Reacciones 7 y
10, Figura 5), la loganina:oxigeno oxidorreductasa (EC 1.3.3.9) (Reacciones 9 y 11,
Figura 5). La mayoria de estas enzimas se han caracterizado de manera superficial por

lo que se sabe poco sobre ellas.

Se ha propuesto que el primer paso de regulacion en la biosintesis de la secologanina
se encuentra al nivel de la oxigenacién del geraniol. La reaccién es catalizada por la
enzima geraniol 10-hidroxilasa (Reacciéon 3, Figura 5) y se ha sugerido que esta
enzima es la que compromete los esqueletos carbonados a la biosintesis de la
secologanina. Algunas observaciones que apoyan el hecho de que esta enzima
pudiera representar un punto de control son: que su actividad es inducida en
condiciones en las que se produce un aumento en el contenido de alcaloides e,
inversamente, la adicion de fosfatos, que provoca una disminucién en el contenido de
alcaloides, inhibe su actividad (Schiel et al., 1987). Ademas, otras condiciones que
provocan un aumento o una disminucion en el contenido de alcaloides también

correlacionan con la actividad de la geraniol 10-hidroxilasa (Meijer et al., 1993a).
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Finalmente, esta enzima es inhibida por la catarantina (Kj=1 mM) (McFarlane et al.,

1975), lo cual pudiera tener un significado fisiolégico al acumularse este alcaloide en el

mismo organelo, e inhibirla por producto final (Meijer et al., 1993c).

Como se mencion6 con anterioridad sélo se conocen algunas de las enzimas de la ruta
de biosintesis de la secologanina, a continuacion se hace un analisis 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, Figura 3) 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 el
equilibrio de la reaccion de la tiolasa esta orientado hacia la formacién de la acetil-CoA,
mas que hacia la biosintesis de la acetoacetil-CoA. La razén de lo anterior reside en el
mecanismo de la reaccién, pues incluye una condensacion tipo Claisen, en la que una
de las dos moléculas de acetil-CoA actia como un carbaniéon que luego se adiciona
nucleofilicamente sobre la otra molécula de acetil-CoA, si bien la eliminacion del protén
en el [1 metilo del acetilo, para convertirlo en carbanion, es energéticamente
desfavorable, la reaccion general de biosintesis de la hidroximetilglutaril-CoA logra
llevarse a cabo, de manera termodinamicamente favorable, debido a que la reaccién
de condensacion aldélica, 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) (Bach y Weber, 1989; McGarvey y Croteau, 1995).

La hidroximetilglutaril-CoA puede seguir tres caminos diferentes una vez que ha sido
sintetizada: a) puede interactuar con la enzima hidroximetilglutaril-CoA liasa (EC
4.1.3.4), para contribuir a la formacion de cuerpos ceténicos en las mitocondrias de las
células animales [aunque se ha detectado su presencia en plantas (Bach y Weber,
1989; Van der Heijden y Verpoorte, 1995), aun 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-metilglutaconil-CoA hidratasa (EC 4.2.1.18), para formar 3-

hidroxi-3-metilglutaconato (reaccion involucrada en el catabolismo de la leucina; la 3-
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metilglutaconil-CoA hidratasa ha sido purificada de hepatocitos de oveja y
semipurificada de C. roseus (Van der Heijden et al., 1994b)); y c) la HMGR (EC
1.1.1.34) puede convertirla en mevalonato con la ayuda del poder reductor de dos
moléculas de NADPH.

La localizacién de la enzima HMGR se complica por el hecho de que el origen del IPP
depende del tipo de tejido y del estadio de desarrollo, e. g., un estudio con cloroplastos
en desarrollo de cebada, demostré que mientras que los cloroplastos de tejidos
juveniles son capaces de biosintetizar isopentenil pirofosfato, aquellos pertenecientes a
tejidos de hoja madura, dependen de la importacion de IPP desde el citosol (Heintze et
al., 1990); por otro lado, en tricomas glandulares aislados de pimienta, la formaciéon de
isopentenil pirofosfato en el citosol es bloqueada 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 pirofosfato
derivado de plastidos (McCaskill y Croteau, 1995).

Se sabe que la biosintesis de isoprenoides se reparte en tres compartimentos
subcelulares semiautébnomos: el citosol/reticulo endoplasmico para la biosintesis de
sesquiterpenos vy triterpenos; los plastidos para la biosintesis de monoterpenos,
diterpenos y tetraterpenos (asi como para las porciones prenilo de la clorofila, las
plastoquinonas y los tocoferoles); y la mitocondria (y/o el aparato de Golgi) para la
biosintesis de ubiquinona (McGarvey y Croteau, 1995). 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 produccion de tipos especificos de isoprenoides
(Chappell, 1995b).

Mientras que en las células de los mamiferos la HMGR es una enzima codificada por
un solo gen, en las plantas la enzima se presenta como multiples isoenzimas y es
codificada por una familia pequefia de genes. Miembros de esa familia de genes son
expresados diferencialmente durante el desarrollo de la planta o en respuesta a

factores ambientales, y distintas isoformas de la enzima pueden ser criticas en la
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direccién de los intermediarios de la via hacia isoprenoides especificos (Chappell,
1995b; Enjuto et al., 1994; Weissenborn et al., 1995).

La HMGR de las plantas es una enzima que esta estrechamente regulada por
fitocromo (de manera post-transduccional) (Budde y Chollet, 1988), fitohormonas,
mecanismos de retroalimentacion y factores proteicos endégenos (Bach, 1987);
ademas, existen evidencias de que la HMGR de plantas esta regulada por fosforilacién
reversible, al parecer mediante una cascada de dos ciclos. De hecho, ya se han
encontrado algunas cinasas que actuan sobre la HMGR (Ball et al., 1994, Barker et al.,
1996; Dale et al., 1995; Douglas et al., 1997; Huber et al., 1994).

Chappell divide los mecanismos de regulacién de la biosintesis de isoprenos en finos y
gruesos, y propone que el aumento en la transcripcion de la enzima esta mediado por
una disminucion de los oxiesteroles citosélicos que interactuan con factores en trans, y
que éstos a su vez, se unen a los elementos reguladores, los cuales se encuentran
presentes en el promotor del gen de la HMGR (Chappell, 1995a). A este respecto,
recientemente se encontré que el promotor del gen Hmgr2 de jitomate, posee un
elemento regulador positivo en el interior de la region 5'UTR y uno mas que consiste
en un rizo localizado corriente arriba del codon de inicio (Daraselia et al., 1996). 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 concentraciones de mevalonato. Daraselia, también sugiere que el extremo
amino terminal, el cual se encuentra insertado en la membrana, es el responsable de

la regulacioén de la degradacion de la enzima (Daraselia et al., 1996).

La HMGR de mamiferos se inactiva por una fosforilacion reversible, que parece no
estar relacionada con el mecanismo de control por retroalimentacion pero si con la
actividad de una cinasa dependiente de AMP (Weissenborn et al., 1995). Con respecto
a las modificaciones post-traduccionales, en un estudio reciente se demostré que los
metabolitos no esteroidales derivados del mevalonato y sintetizados entre el escualeno
y el lanosterol, disminuyen la biosintesis de la HMGR en células de hamster tratadas
con lovastatina (un inhibidor de la HMGR), con TMD (4,4,10-B-trimetil-trans-decal-38-

ol, inhibidor de la escualeno ciclasa) y con mevalonato. La regulaciéon se da a nivel
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transduccional y, por lo tanto, aumenta la degradacién de la enzima (Peffley y Gayen,
1997). Se tienen evidencias de que los inhibidores de la HMGR provocan la aparicion
de mecanismos regulatorios presentes de manera implicita (Peffley y Gayen, 1997).
Lopez et al. (1997), han demostrado que los inhibidores son capaces de revelar
mecanismos de regulacion transcripcional, controlados por el colesterol de la dieta y

que los mecanismos de degradacion de la enzima son controlados por el farnesol.

Hampton et al. (1996), hacen una propuesta interesante estableciendo dos categorias
para regular la actividad de la HMGR: a) inhibicion por retroalimentacion, y b)
regulacion cruzada. La regulacion por retroalimentacion implica que la actividad de la
enzima disminuye en respuesta a los productos provenientes de la via del mevalonato.
En mamiferos, la regulacion se logra a través de una modulacién coordinada de la
biosintesis y degradacion de la proteina, por ejemplo cuando el flujo de la ruta es
disminuido, los procesos de transcripcion y traduccion de la HMGR aumentan y la
velocidad de degradacion disminuye; el dominio amino terminal que se ancla en la
membrana es tanto necesario como suficiente para mediar la degradacion regulada de
la HMGR. Por otra parte, entre los mecanismos 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., demostro la
capacidad de las protein-cinasas para activar y desactivar, mediante fosforilacion,
tanto a la nitrato reductasa como a la HMGR1 de Arabidopsis thaliana. La protein
cinasa fosforil6 mas rapidamente a la HMGR1, haciéndolo ademas en la serina 577, y
apoyando la propuesta hecha por Dale et al. (1995), en el sentido de que este residuo
es el punto de regulacion de la fosforilacion (Douglas et al., 1997). Este hallazgo traera
como consecuencia replanteamientos acerca de cémo se ven las interrelaciones entre
la asimilacion del nitrato y el metabolismo de la sacarosa y de los isoprenoides.
Mientras que en los mamiferos las citocinas aumentan los niveles de ARNm de la
HMGR, en las plantas, el dafio causado por patégenos dispara, la mayoria de las
veces, la induccion de algunas isoenzimas de la HMGR y la represion de otras (Choi et
al., 1992). También se sabe que las isoenzimas de HMGR estan reguladas por
desarrollo, como sucede en jitomate, en el cual las isoenzimas son sintetizadas en
tejidos especificos (Narita y Gruissem, 1989). El mismo evento se ha observado en
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tubérculos de Solanum tuberosum L., en donde los miembros de la familia de la HMGR
se expresan, de acuerdo al estadio de desarrollo, mediante la produccién de iscformas
especificas para la biosintesis de productos finales diferentes en tejidos particulares
(Korth et al., 2000). En resumen, la regulacion de la HMGR se da en los siguientes
niveles: por retroalimentacion, en la transcripcion, en la traduccién de su ARNm, en la

modificacién covalente por fosforilacion y en la degradacion de la enzima.

La HMGR ha demostrado ser una enzima dificil de purificar. Sélo ha sido purificada de
Hevea brasiliensis (Wititsuwannakul et al., 1990), S. tuberosum (Kondo y Oba, 1986),
R. sativus (Bach et al., 1986), Zea mays (Bach et al., 1990) y A. thaliana (Dale et al.,
1995); y se ha semipurificado de Parthenium argentatum (Reddy y Das, 1986); N.
cataria (Arebalo y Mitchell, 1984), y C. roseus (Galaz-Avalos, 1996, Gutiérrez-Pacheco,
2000).

Bach et al. (1986), establecieron una metodologia para purificar HMGR de membranas
aisladas a partir de plantulas etioladas de R. sativus basada en la extraccion de la
enzima por medio de detergentes. Estos autores caracterizaron a la enzima molecular
y cinéticamente; determinaron que tiene una masa molecular de 180 kDa, con 4
subunidades de 45 kDa cada una y que se trata de una proteina ligeramente acida,
con un pl de 5.9. Por otro lado, Kondo y Oba (1986), desarrollaron una metodologia
para purificar HMGR a partir de tejidos de S. tuberosum, logrando solubilizar la enzima
utilizando la digestion con tripsina en lugar de detergentes; con este procedimiento
obtuvieron un porcentaje de recuperacion del 1.8%, con una actividad especifica de
7,910 nmoles de mevalonato formados min™' mg de prot” e identificando que 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 monoméricas
de entre 90:y 97 kDa (Chin et al., 1984), en Pseudomonas mevalonii (Brown y Rodwell,
1980) y en levaduras la enzima es tetrameérica con una masa molecular de 260 a 280
kDa (Learned y Fink, 1989; Qureshi et al., 1976).

Se han determinado diferentes valores de K, para la hidroximetilglutaril-CoA, tanto
para la fraccion membranal como para la fraccion citosélica para la enzima de semillas
de Pisum sativum. Para la primera se determin6 un valor de 0.385 uM y de 80 uM para
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la segunda, lo que sugiere la existencia de isoenzimas en la célula (Wong et al., 1982).
El valor de 27 pM de la K, para el NADPH y de 1.5 uM para la K, de la
hidroximetilglutaril-CoA de la HMGR en R. sativus, es ligeramente menor que el
determinado para la enzima de mamiferos y levaduras (Rogers et al., 1983). Una
afinidad elevada hacia el NADPH, como se ha visto 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 (Bach et al., 1986).

Recientemente Dale et al. (1995), lograron expresar en E. coli, en una forma
cataliticamente activa, el dominio catalitico de la HMGR1 de A. thaliana y lo purificaron.
La alta eficiencia del sistema de expresion bacteriano, aunado a la simplicidad del
protocolo de purificacion, resulté en la obtencion de grandes cantidades de la enzima
pura (cerca de 5 mg L' de cultivo), con una actividad especifica final de 17 U mg prot™';

lo anterior, expresado en pkat mg prot‘1, da un valor de 2.82 x 108, siendo ésta la
actividad especifica mas elevada reportada hasta la fecha para cualquier HMGR
purificada a partir de tejidos vegetales. Los valores de las K, para el NADPH y la
hidroximetilglutaril-CoA fueron de 71 + 7 uM y 8.3 £ 1.5 uM, respectivamente. En este
mismo modelo se comprobdé que la HMGR1 de A. thaliana es inactivada por
fosforilacién en la serina 577. Por otra parte, Galaz-Avalos detecté dos picos de
actividad al eluir extractos de raices transformadas de C. roseus a través de una
columna de intercambio anionico. Estos componentes presentaron actividades
especificas de 284.61 y 210.58 pkat mg prot” y poseen una masa molecular cercana a
los 200 kDa (Galaz-Avalos, 1996).

Geraniol 10-hidroxilasa. La geraniol 10-hidroxilasa es una monooxigenasa de la
familia de las proteinas P450 (Meehan y Coscia, 1973) y se encuentra localizada en
las membranas de las vacuolas (Madyastha et al., 1977). Esta enzima cataliza la
hidroxilacion del geraniol en la posicion 10 y requiere O y NADPH (Reaccion 3,

Figura 5) (Meehan y Coscia, 1973). Los electrones del NADPH son transferidos al
grupo hemo de la monooxigenasa a través de la NADPH: citocromo P450 reductasa
(Donaldson y Luster, 1991). Esta flavoproteina es absolutamente necesaria para que la

monooxigenasa realice su catalisis y esta formada por dos componentes: la citocromo
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P-450 reductasa NADPH dependiente y el citocromo P-450, con actividad propia de
geraniol 10-hidroxilasa (Meijer et al., 1993b). El primer componente es una
flavoproteina membranal que ha sido purificada a homogeneidad, su masa molecular
es de aproximadamente 78 kDa y tiene como cofactores al FMN y al FAD (Madyastha
et al., 1976; Madyastha et al., 1977; Madyastha y Coscia, 1979a; Madyastha y Coscia,
1979b). El segundo componente es una proteina de masa molecular de 56 kDa que ha
sido purificada aparentemente a homogeneidad; acepta unicamente al geraniol como
sustrato y no al geraniol-P o al nerol-P, lo cual podria considerarse como evidencia de
que existe una desfosforilacion previa durante la ruta metabdlica (Meijer et al., 1993a).
Esta enzima tiene como inhibidor no competitivo reversible a la catarantina (K, = 1
mM), es estimulada por DTT y es inhibida por CO, aunque esta inhibicion es revertida
por la luz (Madyastha et al., 1976, Madyastha y Coscia, 1979b; Meehan y Coscia,
1973). EI ADNc de la citocromo P-450 reductasa que codifica para un péptido de 78.9
kDa, ha sido clonado empleando como sonda regiones altamente conservadas entre
estas proteinas (Meijer et al., 1993b); sin embargo, cuando este ADNc se emple6 para
transformar Nicotiana tabacum y A. thaliana, la proteina expresada no tuvo actividad
detectable de geraniol 10-hidroxilasa. Los anticuerpos generados contra la proteina
que codifica el ADNc cruzaron con la proteina purificada por la Dra. Meijer (Vetter et
al.,, 1992).

Monoterpenoaciclica de alcoholes primarios: NADP' oxidorreductasa. Se ha
establecido que esta enzima juega un papel importante en la biosintesis de la
secologanina (De Luca et al., 1998), y cataliza la oxidacién reversible del 10-
hidroxigeraniol en presencia de NADP®, para producir 10-oxogeraniol 6 10-
hidroxigeranial (Reaccion 4, Figura 5); al parecer ésta es una enzima inespecifica en
cuanto al grupo OH que es capaz de oxidar (Uesato et al., 1986). Se ha purificado de
células de R. serpentina, su masa molecular es de 44 kDa y su p/ es de 5.4. Es
inactivada por iodoacetamida y por N-etilmaleimida, lo que sugiere que requiere grupos
SH para su actividad (lkeda et al., 1991). El valor de la K, para el NADP" y el NADPH
es de 25 y 5.5 pM, respectivamente, teniendo nerol (oxidacién) o neral (reduccién)

como sustrato. Esta enzima no utiliza NAD" ni NADH como cofactores y puede aceptar
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alcoholes alilicos primarios con cadenas mayores a seis carbonos como sustratos; sin

embargo, no acepta alcoholes secundarios, ni etanol (De Luca et al., 1998).

10-oxogeranial: 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. serpentina (Uesato et
al., 1986; Uesato et al., 1987) y parece ser un homotetramero con una masa molecular
de 118 kDa y un pH 6ptimo de 7.0. Nuestro grupo la ha semipurificado de raices

transformadas de C. roseus (Sanchez-lturbe et al., 2004).

7-desoxi:loganina, NADPH:oxigeno oxidorreductasa [7(/-hidroxilante] (EC
1.14.13.74). Esta enzima puede utilizar como sustrato tanto al 7-desoxiloganato como
a la 7-desoxiloganina (Reacciones 6 y 8, Figura 5). La reaccion es inhibida por
monoxido 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-desoxiloganina y el NADPH es de 170 y 18 uM, respectivamente (Katano et
al., 2001).

Loganina:oxigeno oxidorreductasa (EC 1.3.3.9). Esta enzima cataliza el ultimo paso
de la biosintesis de secologanina a partir de loganina, que involucra una ruptura
oxidativa del anillo del metilciclopentano de la loganina (Reaccién 11, Figura 5). La
enzima también reconoce como sustrato al acido loganico (Reaccion 7, Figura 5). Es
un miembro de la familia de proteinas citocromo P450 y se encuentra presente en la
fraccion microsomal de suspensiones celulares de C. roseus, asi como en la epidermis
de sus hojas (Irmler et al., 2000). También ha sido determinada en suspensiones

celulares de Lonicera japonica (Yamamoto et al., 1999; Yamamoto et al., 2000).

S-adenosil-L-metionina:loganato 11-O-metiltransferasa (EC 2.1.1.50). Esta enzima
cataliza la O-metilacién del grupo carbonilo del acido loganico. Puede catalizar la
transferencia del grupo metilo de la (S)-adenosil-L-metionina indistintamente al acido
loganico (Reaccién 9, Figura 5) o al acido secologanico (Reaccion 10, Figura 5), pero
no acepta al acido 7-desoxiloganico como sustrato; lo anterior indica que en la
biosintesis de la secologanina, la hidroxilacién antecede a la metilacion. Esta enzima
ha sido purificada parcialmente a partir de plantulas etioladas de C. roseus; los valores
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de K, para la (S)-adenosil-L-metionina y para el acido loganico son de 0.06 y 12.5 mM,

respectivamente (Meijer et al., 1993c).

Biosintesis de los AMIs

La mayoria de las investigaciones para caracterizar a las enzimas de la ruta de
biosintesis de los AMIs han sido realizadas tomando en cuenta la enorme complejidad
de la ruta. Para una revision profunda sobre el tema se puede recurrir a las excelentes
revisiones que sobre el tema han realizado De Luca (1993; 2000) y Meijer et al.
(1993c). La lista de las enzimas que han sido estudiadas en menor o mayor grado
incluye a la triptofano descarboxilasa, la geraniol 10-hidroxilasa, la NADPH-citocromo
P450 reductasa, la oxidorreductasa NADP'-dependiente, la 10-oxogeranial: iridodial
ciclasa, la secologanina sintasa, la SAM-loganato O-metiltransferasa, la 7-
desoxiloganina 7-hidroxilasa, la estrictosidina sintasa, la estrictosidina-/1-D-
glucosidasa, la catenamina reductasa, la tabersonina 16-hidroxilasa, 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 desacetoxivindolina-4-
hidroxilasa, la acetilCoA:4-O-desacetilvindolina-4-O-acetiltransferasa, la tabersonina

17-hidroxilasa y la minovincinina 19-O-acetiltransferasa (Cuadro 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 descarboxilasa, TDC) que emplea como cofactor
al piridoxal fosfato, esta reaccién también puede emplear como sustrato al 5-
hidroxitriptofano. Los dos precursores, la secologanina y la triptamina, son
condensadas para producir la estrictosidina-O-glucosa, en una reaccién catalizada por
la 3-a (S)-estrictosidina triptamina-liasa (EC 4.3.3.2) (Nombre comun: estrictosidina
sintasa, SS} (Reaccion 2, Figura 6) (Stockigt y Zenk, 1977a). El producto de esta
reaccion, la 3a (S) estrictosidina, es desglucosilado por la estrictosidina [1-D-
glucohidrolasa (EC 3.2.1.105) para formar finalmente la molécula de estrictosidina
aglicona (Reaccion 3, Figura 6), precursor de los aproximadamente 200 alcaloides
indolicos de C. roseus, incluyendo a la vindolina y la catarantina (Stockigt et al., 1976;

Stockigt y Zenk, 1977b). La estrictosidina aglicona se convierte en 4,21-
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didehidrogeissoschizina, en forma expontanea, la cual puede ser transformada en
catenamina, precursor directo de la ajmalicina y la serpentina (Stéckigt et al., 1977), o

puede ser reducida enzimaticamente a geissoschizina (Reaccion 4, Figura 6).

Por catalizar pasos cruciales de la biosintesis de los AMIs, las enzimas TDC y SS han
sido ampliamente estudiadas (De Luca y Cutler, 1987; Stevens et al., 1993). La TDC
se ha purificado tanto de células en suspension (Fernandez et al., 1989) como de
raices transformadas de C. roseus (Islas-Flores et al., 1994). La TDC es una enzima
citoplasmica formada por dos subunidades idénticas de 55 kDa, tiene una masa
molecular aproximada de 110 kDa, un p/ de 5.9, un pH 6ptimo de 8.5 y es modulada
por diversos factores; se ha determinado que la actividad de la TDC aumenta en
cultivos de C. roseus como respuesta a la adicién de homogenados fungicos (Pasquali
et al., 1992) o de enzimas hidroliticas (Moreno-Valenzuela, 1999). En el primer caso,
se sabe que el aumento de su actividad se debe al incremento en la trascripcion del
gen y en la traduccién del mensajero. Por otra parte, contrario al efecto del
homogenado fungico, las auxinas provocan represion de la expresion de la TDC
(Goddijn et al., 1992).

El valor de K, para triptofano de la TDC es de 75 pM y de 13 pM para el 5-
hidroxitriptofano; el D-triptofano resulta ser un inhibidor no competitivo y la triptamina
(producto de la reaccioén) es un inhibidor competitivo (Islas-Flores et al., 1994, Noeé et
al., 1984).
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Figura 6. Biosintesis de la estrictosidina, precursor universal de los
alcaloides monoterpeno inddlicos.

Los numeros indican la posicion en la via de las enzimas:
Triptofano  decarboxilasa (1); estrictosidina sintasa (2);
estrictosidina glucosidasa (3); geissoschizina deshidrogenasa (4).
Las flechas cortadas indican varios pasos metabdlicos (De Luca,
1993; Meijer et al., 1993c; Sundberg y Smith, 2002; Verpoorte et
al;, 1997).
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La TDC, ademas de estar regulada por factores externos (ataques fungicos, etc.), esta
también sujeta a regulacion tejido especifica y por desarrollo. En plantulas de C.
roseus provenientes 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 (De Luca et al., 1988). En general en las plantulas, su actividad es
mayor en las partes aéreas (siendo mayor en hojas jovenes que en las maduras);

mientras que en la planta adulta su actividad es mayor en las raices (Pasquali et al.,

1992).

A pesar de que la TDC deriva el triptofano al metabolismo secundario, la sobre-
expresion del gen de la TDC en C. roseus no conlleva a una mayor produccién de
AMls, a pesar de que ocurre un aumento en la cantidad de la proteina con actividad de
TDC y en la produccion de triptamina (Moreno et al,, 1995). La sobresintesis de
triptamina, ya sea por medios bioquimicos o moleculares, no se ve reflejada en una
mayor biosintesis de alcaloides (Meijer et al., 1993c; Morris et al., 1985; Van der
Heijden et al., 1989). Este resultado sugiere que la enzima TDC no es el unico punto
de regulaciéon en la biosintesis de estos metabolitos, confirmandose lo anterior en
multiples trabajos realizados con células en suspension (Eilert et al., 1987a; Knobloch
y Berlin, 1983; Mérillon et al., 1989). 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 al. (1998), desdiferenciaron un cultivo de raices transformadas a células
en suspension, y posteriormente las rediferenciaron a raices. Durante este proceso, la
actividad de la TDC se vio muy alterada. En el paso de raices a células, la actividad de
la TDC disminuy6 en un orden de magnitud o mas y los AMIs disminuyeron de 10 a 2
mg g'1 PS durante este proceso. En las raices rediferenciadas se encontrd un nivel de
actividad de TDC similar a la detectada en las células en suspensién, en tanto que la
produccion de los alcaloides se recupero hasta en un 90% respecto a la produccion
inicial. Estos datos sugieren que no se requieren niveles elevados de actividad de TDC
para producir los AMIs. Este resultado ha sido recientemente comprobado empleando
cultivos transgénicos que sobreexpresan la actividad de TDC (Whitmer et al., 2002b).

Se ha aislado y caracterizado una clona genémica de la TDC a partir del genoma de C.

roseus. El gen para esta enzima se encuentra presente en una sola copia (Goddijn et
35



al.,, 1993). La cuantificacion de los niveles de TDC en plantulas y en suspensiones
celulares muestran que tanto la expresion del gen como la actividad enzimatica son
inducibles en forma transitoria, sugiriendo que la actividad de la TDC esta regulada a
nivel transcripcional, traduccional y postraduccional (De Luca et al., 1986; Eilert et al.,
1987a; Knobloch et al., 1981; Pasquali et al., 1992).

La otra enzima, la SS, cataliza la condensacion estereoespecifica de la secologanina
con la triptamina para producir la 3-a(S)-estrictosidina. La enzima es altamente
especifica para sus dos sustratos, i. e. no acepta al acido secologanico ni al triptofano
como sustratos, pero muestra una ligera actividad con analogos sustituidos en las
posiciones 5, 6 6 7 de la triptamina. Hasta ahora no se tienen indicios de que esta
enzima sea inhibida por alguno de los alcaloides, productos finales de esta ruta
metabdlica (Mizukami et al., 1979; Treimer y Zenk, 1979a; Treimer y Zenk, 1979b).

La SS fue purificada a finales de los setentas y se caracteriz6 como una enzima
soluble de masa molecular entre 35 y 38 kDa (Mizukami et al., 1979). Diez afios mas
tarde se reporté la identificaciéon de cuatro diferentes formas de SS en células en
suspension y hojas de C. roseus (Pfitzner y Zenk, 1989). Recientemente, De Waal et
al. (1995), determinaron que el numero de SSs es mayor, estos investigadores
purificaron seis diferentes SSs, distinguibles por electroforesis empleando geles de alta
concentracion (20% de acrilamida). En C. roseus se han detectado siete isoenzimas de
la SS, cuatro de las cuales pueden ser separadas por sus actividades cataliticas
(diferente valor de K;,) y por su pl/ (entre 4.3 y 4.8). Pfizer y Zenk (1989), 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 estadio de desarrollo ni con alguna regulacion tejido-
especifica, ya que se encontré6 que las isoformas se expresan tanto en células en
suspensién, como en hojas, tallos y raices (De Waal et al., 1995). Estos datos sugieren
que las diferentes isoformas se deben a glucosilaciones de la proteina original, aunque
no se han caracterizado los tipos de carbohidratos presentes (De Waal et al., 1995).
Hasta el momento no se conocen las funciones, en la planta, de las diferentes

isoformas de SS.
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A diferencia de la TDC que muestra regulacion tejido especifica, la SS presenta niveles
de actividad similares en los diferentes érganos de la planta (De Luca et al., 1988), y
su actividad no se altera cuando los cultivos in vitro de C. roseus son transferidos al
"medio de produccién de alcaloides" (8% de sacarosa) (Knobloch et al., 1981). Esta
enzima tampoco parece estar regulada por el proceso de desarrollo (De Luca et al.,
1988), por lo que pareciera no estar sujeta a mecanismos de regulacion. Sin embargo,
durante el proceso descrito por Moreno-Valenzuela et al. (1998), sobre la
desdiferenciacion-rediferenciacion de raices transformadas de C. roseus, la actividad
de la SS disminuy6 en un 60% cuando las raices se desdiferenciaron a células en
suspension. La actividad de la SS solo se recuper6 a la mitad, en tanto que el patrén
de isoformas cambio, cuando las células se rediferenciaron a raices, por lo que no es
claro aun si esta enzima es regulada por el proceso de desarrollo (Moreno-Valenzuela
etal., 1998).

Existen evidencias que sugieren que la SS no constituye un paso limitante en la
biosintesis de los alcaloides inddlicos en plantulas de C. roseus; se ha encontrado que
al transferir un cultivo de células en suspensién de C. roseus, de un medio de
mantenimiento a uno de induccién para producir alcaloides, el aumento en la
acumulacion de alcaloides no correlaciona con un incremento en la actividad de la SS;
sin embargo, en callos de C. roseus transformados con el gen de la SS se observd una
correlacion directa entre el aumento de la actividad enzimatica y la acumulacion de
alcaloides (Canel et al., 1998; Kutchan, 1993). Resultados similares se han obtenido
en Cinchona ledgeriana (Aerts et al., 1990; Aerts et al.,, 1994) y en plantulas de C.
roseus (Aerts et al., 1994). Lo anterior sugiere la posibilidad de que la SS es un punto
de regulacion de esta ruta metabdlica; sin embargo, la informacién es poco precisa y
en ocasiones contradictoria, lo cual puntualiza la necesidad de profundizar en las

investigaciones que permitan establecer su papel real en la biosintesis de los AMIs.

La SS es codificada por un solo gen, sugiriendo que las isoformas son el resultado de
modificaciones postransduccionales de un precursor simple (McKnight et al., 1990;
Pasquali et al., 1999); esta enzima fue la primera del metabolismo de los AMIs en ser
clonada, primero de R. serpentina (Kutchan et al., 1988) y luego de C. roseus

(McKnight et al., 1990). El mensajero para la SS presenta una regién que codifica para
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un péptido sefal de 31 aminoacidos que la dirige a la vacuola (Pasquali et al., 1992), lo
cual apoya diversos ensayos que sugieren que se trata de una enzima vacuolar
(McKnight et al., 1991; Stevens et al., 1993).

Doireau et al. (1987), y Stevens et al. (1992), han medido la actividad de la TDC 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 acumulacién 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 (Moreno-Valenzuela et al., 1998), también sugieren que los principales puntos
de regulacion para la produccion de la estrictosidina se ubican en alguna(s) enzima(s)

que participan en la biosintesis de la secologanina.

BIOSINTESIS DE LOS PRIMEROS AMIS

Después de la sintesis de estrictosidina el siguiente paso en la biosintesis de los AMIs
es la desglucosilacion de la estrictosidina por la estrictosidina 3-D-glucohidrolasa (EC
3.2.1.105) para producir estrictosidina-aglicona (Reaccién 3, Figura 6), un producto
inestable que después de varios rearreglos, que aun no se conocen con precision, se
convierte en 4,21-didehidrogeissoschizina, la cual a su vez es reducida a
geissoschizina por la geissoschizina: NADP 4,21 oxidorreductasa (EC 1.3.1.36)
(Reaccion 4, Figura 6) (Pfitzner y Stockigt, 1982).

La estrictosidina B-D-glucohidrolasa es una glucoproteina localizada en el reticulo
endoplasmico (Geerlings et al., 2000); es altamente especifica 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 a las otras por

interacciones hidrofébicas (Luijendijk et al., 1998).

Se ha demostrado que la estrictosidina B-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 regulacion tejido especifica; ademas, la
actividad enzimatica cuantificada en cada érgano es proporcional al nivel de ARNm
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detectado (Geerlings et al., 2000). Su expresion es inducida por metil jasmonato
(MeJa), y en los cultivos que acumulan AMIs la actividad de esta enzima es elevada
(Stevens et al., 1992), de ahi que se le considere un paso clave en la biosintesis de

estos compuestos.

Por otra parte, la informacion sobre la geissoschizina: NADP 4,21 oxidorreductasa es
escasa, solo se tiene el reporte de una purificacion 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 (Pfitzner y Stockigt, 1982).

A partir de la 4, 21-didehidrogeissoschizina la ruta de biosintesis que lleva a la

biosintesis de ajmalicina, catarantina y tabersonina se encuentra poco documentada.

La ruta biosintética hacia la produccion de ajmalicina comienza cuando la 4, 21-
didehidrogeissoschizina es convertida en catenamina (Reaccion 1, Figura 7) por la
catenamina sintasa (Meijer et al., 1993c). La catenamina es reducida a ajmalicina por
la catenamina reductasa (Reaccién 2, Figura 7). Las enzimas involucradas en esta
parte de la via se han estudiado muy poco y s6lo se sabe que la catenamina reductasa
es dependiente de NADPH (Felix et al., 1981). Hasta ahora se han separado dos
isoenzimas, una de las cuales interviene en la biosintesis de la ajmalicina y la otra
convierte la forma iminium de la catenamina en tetrahidroalstonina (Meijer et al.,

1993c). Se desconoce como se regulan estas dos enzimas.

La catenamina reductasa (Reaccion 2, Figura 7), que cataliza la reduccion de la
catenamina a ajmalicina, tiene un pH 6ptimo de 6.6 y una masa molecular de 81 kDa.
La caracterizacion de la enzima tetrahidroalstonina sintasa (Reaccion 4, Figura 7), la
cual cataliza la formacion de tetrahidrolstonina a partir de la forma iminium de la
catenamina, muestra que ambas enzimas poseen el mismo pH éptimo y la misma
masa molecular. La forma parcialmente purificada de la tetrahidroalstonina sintasa
muestra una K,, de 62 uM para la catenamina y utiliza al NADPH pero no al NADH

como cofactor (Hemscheidt y Zenk, 1985).
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H3CO0C
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@ NADP*
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Ajmalicina B B
19-epi-ajmalicina a B
Tetrahidroalstonina 3 a

Figura 7. Biosintesis de la ajmalicina y serpentina.

Los numeros encerrados en un circulo corresponden a las
enzimas: catenamina sintasa (1), catenamina reductasa (2);
peroxidasa inespecifica (3), y tetrahidroalstonina sintasa (4). Las
flechas cortadas indican varios pasos metabolicos. Existe la
posibilidad de que la ruta no inicie con la 421-
dehidrogeissoschizina, sino que inicie con la 20,21-aldehido de
dehidrocorinanteina. (Roberts, 1998; Sundberg y Smith, 2002;
Verpoorte et al., 1997).

La ajmalicina es oxidada a serpentina por peroxidasas basicas que se encuentran
dentro de las vacuolas (Blom et al, 1991) y se sabe que su produccion esta
fuertemente influida por la luz (Loyola-Vargas et al., 1992). Hasta ahora no se han
purificado estas peroxidasas basicas ni tampoco se tienen datos sobre su
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especificidad, pues la ajmalicina en presencia de peroxidasa de rabano es oxidada a
serpentina. Aparentemente esta conversion permite a las células vegetales mantener
la ajmalicina almacenada dentro la vacuola. En células en suspension de C. roseus la
oxidacion de la ajmalicina parece estar regulada por luz, pues en su presencia los
cultivos producen una gran cantidad de serpentina mientras que los cultivados en

oscuridad sélo acumulan ajmalicina (Blom et al., 1991; Loyola-Vargas et al., 1992).

De Luca (1993), ha sugerido que la reduccién de la geissoschizina 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 ajmalicina, en
tanto que la forma iminium también se reduce para formar tetrahidroalstonina

(Reaccion 4, Figura 7) (Hemscheidt y Zenk, 1985).

Mientras que la catarantina se ha detectado en la mayoria de los cultivos in vitro
(Drapeau et al., 1987; Hong et al., 1997; Lee y Shuler, 2000; Zhao et al., 2001c), la
vindolina hasta hace poco tiempo sélo se habia determinado en el nivel de trazas
(Misawa y Goodbody, 1996; O'Keefe et al., 1997). Recientemente se ha reportado la
seleccion de una linea de callos de C. roseus capaz de acumular hasta 0.45 mg™' g de

PS de vindolina en cultivos de callos incubados con luz (Zhao et al., 2001b).

La biosintesis y acumulacién de vindolina esta asociada a la luz y al estadio de
desarrollo de la planta, en tanto que la expresion de las enzimas para su biosintesis es
organo-especifica, (De Luca et al., 1986; De Luca et al., 1988; De Luca et al., 1989; De
Luca, 1993; De Luca y Cutler, 1987; De Luca y St-Pierre, 2000; Fahn et al., 1985a;
Fahn et al., 1985b; Vazquez-Flota et al., 1997; Vazquez-Flota et al., 2002; Vazquez-
Flota y De Luca, 1998a).

La 4, 21-didehidrogeissoschizina representa también el precursor de inicio de
biosintesis de la ajmalina, esta es una molécula altamente compleja y que contiene
nueve carbonos quirales (Dogru et al., 2000). La biosintesis de la ajmalina involucra
cerca de 10 pasos enzimaticos (Figura 8). El primer paso metabdlica que deriva 4,21-
didehidrogeissoschizina a la biosintesis de ajmalina es la oxidacion de este compuesto

a geissoschizina, en una reaccion catalizada por la geissoschizina deshidrogenasa (EC
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1.3.1.36) (Reaccion 1, Figura 8), la cual adiciona, de forma estereoespifica, un
hidrogeno en el carbono 21 en la posicion [1. La enzima ha sido purificada 35 veces de
supensiones celulares de C. roseus; la enzima requiere un pH 6ptimo de 7.6, y el valor
de su Km para geissoschizina y para NADP+ es de 83 uM y 77 nM, respecitvamente
(Pfitzner y Stockigt, 1982).

La polineuridina aldehido esterasa (EC 3.1.1.78) cataliza la conversion del aldehido
polinueridina a 16-epi-vellosimina (Reaccion 3, Figura 8) (Dogru et al., 2000). Produce
un precursor inmediato para la biosintesis del esqueleto ajmalano que conduce a la
biosintesis de ajmalina; esta enzima ha sido purificada recientemente 423 veces a
homogeneidad a partir de suspensiones celulares de R. serpentina, posee una masa
molecular de 30 kDa y un p/ de 5.9; ha sido clonada mediante el escrutinio de una
biblioteca de ADNc. La enzima pura tiene una actividad especifica de 160.8 nkat mg
prot.”", es altamente especifica para la polineuridina aldehido como sustrato para el
cual tiene una Km de 0.83 mM y pertenece a la familia de las a/B-hidrolasas (Dogru et
al., 2000).

El siguiente paso en la ruta de biosintesis de la ajmalina, es la biosintesis de vinorina y
es catalizada por la acil-CoA:16-epivellosimina O-acetiltransferasa (ciclizante) (nombre
comun: vinorina sintasa) (EC 2.3.1.160) (Reaccién 4, Figura 8). Esta enzima ha sido
purificada 160 veces de suspensiones celulares de R. serpentina. Entre sus
propiedades mas interesantes se encuentra su elevado pH (8.5), temperatura optima
de 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 pM, respectivamente, y al igual que otras
enzimas de la ruta de biosintesis de la ajmalina es altamente especifica para sus
sustratos (Pfitzner et al., 1986).
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Figura 8. Biosintesis de la ajmalina.

s NADP*
Vomilenina H

Vinorina

Los numeros encerrados en un circulo corresponden a las
enzimas: geissoschizina deshidrogenasa (1), vomilelina reductasa
(2), polineuridina aldehido esterasa (3), vinorina sintasa (4),
vinorina hidroxilasa (5); 1,2-dihidrovomillenina:NADP™*
oxidoreductasa (6). Las flechas punteadas indican que no se
conocen las enzimas que catalizan dicha transformacion. Varias
flechs indican varios pasos metabdlicos (Dogru et al., 2000). (von
Schumann et al., 2002).

La vinorina es hidroxilada a vomilenina por la vinorina, NADPH:oxigeno
oxidorreductasa (21a-hidrolizante)(EC 1.14.13.75) (Reaccién 5, Figura 8). La enzima
es completamente 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
monooxigenasa. La enzima tiene un pH 6ptimo de 8.3, y su Km para el NADPH y la
vinorina es de 3 y 26 uM, respectivamente (Falkenhagen y Stéckigt, 1995).
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El ultimo paso conocido de la biosintesis de ajmalina es la saturacion del doble enlace
de la indolmina de la vomilenina en forma estereoespecifica para producir la 26(R)-1,2-
dihidrovomilenina por medio de la 1,2-dihidrovomilenina:NADP" oxidorreductasa (EC
1.5.1.32) (Reaccién 6, Figura 8). La enzima que cataliza la reacciéon de reduccion es
dependiente de NADPH y ha sido aislada recientemente de suspensiones celulares de

R. serpentina; tiene una masa molecular de 43 kDa (von Schumann et al., 2002).

Biosintesis de catarantina y tabersonina

La biosintesis de la catarantina asi como la de la tabersonina inicia en el 20, 21-
aldehido de dehidrocorinanteina y procede posiblemente via catenamina to
estemmadenina y dehidrosecodina, el precursor de los alcaloides con esqueletos iboga
o Aspidosperma (Figura 9) (Sundberg y Smith, 2002). 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 catarantina
y tabersonina (Moreno et al., 1995; Verpoorte et al., 1993) y de transformar
tabersonina en 16-metoxitabersonina (St-Pierre y De Luca, 1995), pero no poseen la
actividad enzimatica necesaria para la biosintesis de vindolina (De Carolis et al., 1990;
De Luca y Cutler, 1987; Vazquez-Flota y De Luca, 1998a). Por esta razén, 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. (1994), han determinado que cultivos de raices transformadas
retados con MeJa aumentan la produccion de catarantina. Estos resultados sugieren
que probab"lemente algunas de las enzimas que estan participando en la biosintesis de
este alcaloide estén sujetas a regulacion y pueden ser utilizados para el estudio de la

ruta de biosintesis de la catarantina (Figura 9).
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Figura 9. Biosintesis de la catarantina y tabersonina.

Las flechas punteadas indican pasos metabdlicos y enzimas
desconocidas. Las flechas continuas indican varios pasos
metabdlicos (Sundberg y Smith, 2002).

La biosintesis de vindolina a partir de la tabersonina consta de seis pasos enzimaticos
(Figura 10) catalizados por la tabersonina NADPH:oxigeno oxidorreductasa (16-
hidroxilante) (EC 1.14.13.73) (nombre comun: tabersonina 16-hidroxilasa), la S-
adenosil-L-metionina: 11-O-dimetil-17-O-desacetilvindolina 11-O-metiltransferasa (EC
2.1.1.94) (nombre comun: 11-O-dimetil-17-O-desacetilvindolina 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-hidroxi-tabersonina N-metiltransferasa), la desacetoxivindolina,2—

oxoglutarato:oxigeno oxidorreductasa (4B-hidroxilante (EC 1.14.11.20) (nombre
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comun: desacetoxivindolina-4-hidroxilasa), y la acetilCoA:17-O-desacetilvindolina 17-
O-acetiltransferasa (EC 2.3.1.107) (nombre comun: 17-O-desacetilvindolina O-
acetiltransferasa) (De Carolis et al., 1990; De Carolis y De Luca, 1993; De Luca et al.,
1986; De Luca et al., 1992; De Luca y Cutler, 1987; Fahn et al., 1985a; Fahn et al,,
1985b; St-Pierre y De Luca, 1995, Vazquez-Flota y De Luca, 1998a).

Los resultados reportados sugieren que la ruta de biosintesis de la vindolina esta
regulada por los procesos de desarrollo y restringida a las partes aéreas,
principalmente en hojas jévenes de plantas adultas y en los cotiledones de plantulas
en desarollo, pues es en estos tejidos en los que se han detectado los mayores niveles
de ARNm y la actividad mas elevada de estas enzimas (Figura 12) (De Luca et al,,
1985; St-Pierre y De Luca, 1995, Vazquez-Flota y De Luca, 1998a). Esta presencia va
disminuyendo con la edad y con el tipo de 6rgano, siendo ya poco preponderante en
hojas adultas, tallos, raices y yemas florales. En cultivos celulares de C. roseus se ha
detectado actividad de tabersonina 16-hidroxilasa y de 11-O-dimetil-17-O-
desacetilvindolina O-metiltransferasa pero no de 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-
tabersonina  N-metiltransferasa, desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y 17-0O-
desacetilvindolina O-acetiltransferasa (De Luca y Cutler, 1987; St-Pierre y De Luca,
1995; Vazquez-Flota et al., 2002).

La regulacion de esta via ocurre por medio de un mecanismo complejo y a diferentes
niveles. Esta regulacion comprende desde factores que afectan la presencia de estas
enzimas en los niveles transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional, hasta
su localizaciéon dentro de la célula, del tipo de célula y, como se mencioné con

anterioridad, la edad del tejido.

En plantulas de C. roseus se ha reportado que las enzimas tabersonina 16-hidroxilasa,
(16-metoxi-2, 3-dihidro-3-hidroxitabersonina N-metiltransferasa, desacetoxivindolina-4-
hidroxilasa y 17-O-desacetilvindolina O-acetiltransferasa, alcanzan su maxima
actividad seis dias después de la imbibicién (De Luca et al., 1986). Cuando estas
plantulas son tratadas con Iluz, las enzimas tabersonina 16-hidroxilasa y
desacetoxivindolina-4-hidroxilasa aumentan su actividad seis veces, en tanto que la

17-O-desacetilvindolina-17-O-acetiltransferasa lo hacen 10 veces (De Carolis et al.,
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1990; De Luca et al., 1988; St-Pierre y De Luca, 1995). Este efecto de la luz sobre la
actividad de las enzimas desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y 17-O-desacetilvindolina-
17-O-acetiltransferasa, es mediado por fitocromo ya que son activadas por un pulso de
luz roja (660 nm) y esta activacién es revertida por un pulso de luz roja lejana (710 nm)
(Aerts y De Luca, 1992; Vazquez-Flota y De Luca, 1998b). La 16-metoxi-2,3-dihidro-3-
hidroxi-tabersonina-N-metiltransferasa es la unica enzima de esta via cuya actividad no

es afectada por la luz (De Luca et al., 1988).

Tabersonina 16-hidroxitabersonina 16-metoxitabersonina

TA[ J\? Ng. 0 RADP /J\j Jjolm Adotey A L j’

Deacetilivindolina
Suc + €O, g( | monc, Auovm
A " ] |
0,+ Fe" ~

T N &
"CO,CHy J‘ HO'

Dcs.lutouvndolm 16-metoxi-2,3-dihidro-

@ AcetilCoA 3-hidroxitabersonina
CoA Cloroplasto

Figura 10. Biosintesis de la vindolina. Los numeros
encerrados en un circulo corresponden a las enzimas:
tabersonina 16-hidroxilasa (1); 11-O-dimetil-17-O-
desacetilvindolina O-metiltransferasa (2), hidroxilasa no
caracterizada (3), 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-
tabersonina N-metiltransferasa (4), desacetoxilvindolina 4-
hidroxilasa (5), 17-O-desacetilvindolina O-acetiltransferasa
(6). (De Carolis et al., 1990; De Carolis y De Luca, 1993; De
Luca et al., 1986; De Luca et al., 1992; De Luca et al., 1998;
De Luca y Cutler, 1987; Fahn et al., 1985a; Fahn et al.,
1985b; Laflamme et al., 2001; Roberts, 1998; Schroder et al.,
1999; St-Pierre y De Luca, 1995; Vazquez-Flota y De Luca,
1998a; Vazquez-Flota et al., 2000b).
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De todas las enzimas involucradas en la biosintesis de la vindolina, la
desacetoxivindolina-4-hidroxilasa es la mas interesante. En plantulas de C. roseus los
transcritos del gen D4h y la proteina misma ya se encuentran presentes en la
oscuridad. Al exponer las plantulas a la luz, la actividad enzimatica 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
actividad se debe a una isoenzima de p/ 4.7, inactiva en la oscuridad, y la cual, en
presencia de la luz, sufre una modificaciéon post-traduccional que la torna mas acida y
activa (Vazquez-Flota et al., 1997; Vazquez-Flota y De Luca, 1998b). 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 enzimatica (St-Pierre et
al., 1998).

La TDC y la SS en estas plantulas exhiben un pico de actividad en todos los tejidos a
los 5 dias después de la imbibicidn y ninguna de las dos es estimulada por luz (De
Luca et al., 1986; De Luca et al., 1988). Por otro lado, el MeJa induce la acumulacion
de vindolina y eleva las actividades enzimaticas de la TDC, la SS, Ia
desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y la 17-O-desacetoxivindolina-17-O-acetiltransferasa
(Aerts et al., 1994).

Tabersonina NADPH:oxigeno oxidorreductasa (16-hidroxilante) (EC 1.14.13.73).
Esta enzima es una monooxigenasa P450 localizada en el reticulo endoplasmico que
requiere NADPH, O, y tabersonina para llevar a cabo su funciéon (Reaccion 1, Figura
10). Esta enzima es inhibida por CO, clotrimazol, miconazol y por citocromo C (St-
Pierre y De Luca, 1995).

S-adenosil-L-metionina:11-O-dimetil-17-O-desacetilvindolina 11-0-
metiltransferasa (EC 2.1.1.94). Esta metiltransferasa ha sido determinada tanto en
cultivos celulares de C. roseus (Fahn et al., 1985b), como en plantas de la misma
especie (De Luca et al.,, 1986). La enzima requiere (S)-adenosil-L-metionina como
donador de grupos metilos y es altamente especifica para la 16-hidroxitabersonina

(Reaccién 2, Figura 10).
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S-adenosil-L-metionina:16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina N-
metiltransferasa (EC 2.1.1.99). Esta enzima se encuentra localizada en los tilacoides
de los cloroplastos (De Luca y Cutler, 1987), requiere (S)-adenosil-L-metionina como
donador de grupos metilo (Reaccion 4, Figura 10) y es altamente especifica para su
sustrato, la 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-tabersonina (De Luca et al., 1987). 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 la posicién 2
(Dethier y De Luca, 1993).

Desacetoxivindolina,2—oxoglutarato:oxigeno oxidorreductasa (4(-hidroxilante
(EC 1.14.11.20). Esta enzima es una dioxigenasa [J-cetoglutarato dependiente y
cataliza, en el citoplasma, la adicion de O, a la desacetoxivindolina y al [I-cetoglutarato
produciendo deacetilvindolina, succinato y CO,; esta es la penultima reaccion de
biosintesis de la vindolina (Reaccion 5, Figura 10) (De Carolis et al., 1990; De Carolis y
De Luca, 1993; Vazquez-Flota y De Luca, 1998a). Esta enzima es altamente
especifica, unicamente hidroxila el C-4 de la desacetoxivindolina para formar la
desacetilvindolina; la adicién de acido ascérbico y iones ferrosos aumentan su
actividad. La enzima, purificada a homogeneidad aparente a partir de hojas jovenes de
C. roseus, es un monomero con una masa molecular de aproximadamente 45 kDa, y

posee tres isoformas con p/ de 4.6, 4.7 y 4.8.

La cinética de interaccion del sustrato con la enzima y los estudios de inhibicion del
producto, sugieren que la reaccion se lleva a cabo mediante un mecanismo Ter-Ter
ordenado. En este mecanismo, el primer sustrato es el [1-cetoglutarato, seguido por el
O, y al final la desacetoxivindolina; los valores de K., para el a-cetoglutarato, el O, y la
desacetoxivindolina son de 45, 45 y 0.03 uM, respectivamente (De Carolis et al., 1990;
De Carolis y De Luca, 1993; De Carolis y De Luca, 1994a; De Carolis y De Luca,
1994b).

Si bien esta enzima se encuentra en el nivel de trazas en plantulas etioladas de C.
roseus, su actividad aumenta sustancialmente con la presencia de la luz y con ella, la
biosintesis de vindolina (Vazquez-Flota y De Luca, 1998a; Vazquez-Flota et al.,
2000b). Las plantulas etioladas comienzan a acumular cantidades importantes de
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transcritos de la hidroxilasa y de la proteina, pero practicamente no hay actividad
durante los diferentes estadios del desarrollo. Por el contrario, el tratamiento con luz
produce un aumento importante en la actividad de la enzima, pero el aumento en los
niveles del transcrito y de la proteina es muy pequefio. Estos datos sugieren que el
punto de regulacién por luz en la hidroxilasa se encuentra en el nivel post-traduccional
(Vazquez-Flota y De Luca, 1998a; Vazquez-Flota et al., 2000b).

Usando oligonucléotidos degenerados para el escrutinio de una genoteca de ADNc de
plantulas de C. roseus se obtuvieron 3 clonas, de las cuales dos representan alelos
dimorficos cuyas secuencias difieren unicamente en el extremo 3’ no traducido
(Vazquez-Flota et al., 1997).

AcetilCoA:17-O-desacetilvindolina 17-O-acetiltransferasa (EC 2.3.1.107). El ultimo
paso en la biosintesis de la vindolina es catalizado por la 17-desacetilvindolina-O-
acetiltransferasa dependiente de acetil-CoA (Reaccion 6, Figura 10) (De Luca et al,,
1985; Fahn et al., 1985a). La aparicién de la enzima se encuentra regulada por
desarrollo en plantulas de C. roseus y la actividad enzimatica aparece sélo después de

un tratamiento con luz de las plantulas etioladas (De Luca et al., 1985).

Esta acetiltransferasa es una enzima dimérica que ha sido purificada a homogeneidad
y tiene una masa molecular de 32/21 kDa (Power et al., 1990) o 26/20 kDa (Fahn y
Stéckigt, 1990). La enzima pura esta formada por cinco isoformas con pl en el rango
de 4.3 y 54 (Fahn y Stockigt, 1990; Power et al., 1990). Los valores de K, para la
acetil-CoA y para la desacetilvindolina son de 5.4 y 6.5 uM y de 0.7 y 1.3 uM, para las
enzimas parcialmente purificadas (De Luca et al., 1985) y purificadas a homogeneidad,
respectivamente (Fahn y Stéckigt, 1990; Power et al., 1990). Los estudios de inhibicion
muestran que la CoA es un poderoso inhibidor competitivo de la desacetilvindolina (K;
= 8 yM) (De Luca et al., 1985) similar a la tabersonina (50% de inhibicién a 45 uM)
(Fahn y Stockigt, 1990); mientras que la enzima no es inhibida significativamente por la
vindolina hasta concentraciones de 2 mM (De Luca et al.,, 1985; Fahn y Stockigt,
1990).

El uso de oligonucléotidos degenerados para las regiones codificantes de los extremos

amino y carboxilo terminales y la amplificacién posterior de su producto por PCR

50



permiti6 obtener una sonda con la cual se realizé el escrutinio de una biblioteca de
ADN genémico de C. roseus. Con lo anterior se obtuvo una clona que codifica para
una proteina de 439 aminoacidos con la masa molecular predicha de 49,890 Da. La
clona, conteniendo una extension de seis histidinas en el amino terminal, se expresé
en E. coli mostrando niveles elevados de actividad. La actividad de la enzima
recombinante es completamente dependiente de la presencia de desacetilvindolina o
de acetil-CoA. El analisis 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
el heterodimero aislado durante la purificacién es probablemente un artefacto de la

técnica empleada (De Luca et al., 1998).

Si bien aun no se ha llevado a cabo la determinacién cinética 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 hidroxilacion (Reacciones 1y 5,
Figura 10) (De Luca et al., 1998).

BIOSINTESIS DE LOS ALCALOIDES DIMERICOS

La biosintesis de los alcaloides bisinddlicos se inicia con la condensacion de la
catarantina y la vindolina, para formar la 3',4’-anhidrovinblastina, el precursor de la
vinblastina, la vincristina, la leurosina y la catarina (Figura 11). Esta reaccion, al igual
que la oxidacion posterior, parece ser llevada a cabo por peroxidasas inespecificas, lo
que parece indicar que la limitante de la biosintesis de este tipo de alcaloides resulta
ser la disponibilidad de los precursores monomeéricos (Endo et al., 1988; Kutney et al.,
1981; Kutney et al., 1988; Misawa et al., 1988; Smith et al., 2003). Sin embargo,
recientemente se ha purificado una enzima que cataliza especificamente dicho paso y
ha sido denominada a-3’, 4’-anhidrovinblastina sintasa (AVLBS) (Reaccién 1, Figura
11). Esta enzima, dependiente de H,O,, que ha sido purificada a homogeneidad
aparente (192 veces) a partir de hojas de C. roseus, tiene una masa molecular de 45.4
kDa y un pH éptimo de 6.5, si bien también presenta una actividad sustancial en el
rango de pH de 4 — 5, el cual es el rango de pH comunmente determinado en las
vacuolas. Ademas de su actividad de AVLBS la enzima pura tiene actividad de
peroxidasa. Su espectro visible de absorbancia muestra maximos de absorcién a 404,
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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 (Sottomayor et al., 1998).

Figura 11. Biosintesis de los alcaloides bisindélicos vincristina y
vinblastina.

Los numeros encerrados en un circulo corresponden a las
enzimas: a-3',4’-anhidrovinblastina sintasa (1). (Endo et al., 1988;
Kutney et al., 1981; Kutney et al., 1988; Misawa et al., 1988; Smith
et al., 2003; Sottomayor et al., 1998; Verpoorte et al., 1997). Las
flechas punteadas indican que las enzimas correspondientes no
han sido caracterizadas y/o se desconocen los pasos metabdlicos.
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COMPARTAMENTALIZACION

La biosintesis de los AMIs es un proceso altamente compartamentalizado. La
compartamentalizacion, y la localizacion en diferentes células de las distintas enzimas
involucradas en esta via metabdlica, se pueden considerar como otro mecanismo de
regulacion, ya que esta ubicacion requiere el transporte de los diferentes metabolitos
de un punto a otro para su conversion. Practicamente todos los compartimentos de la
célula y diferentes tipos celulares intervienen en el proceso, e. g. el mensajero para la
SS presenta una region que codifica para un péptido sefial de 31 aminoacidos que lo
dirige a la vacuola (McKnight et al., 1991; Pasquali et al., 1992); lo anterior apoya
diversos ensayos que sugieren que se trata de una enzima vacuolar (McKnight et al.,
1991; Stevens et al., 1993). Por otra parte, las enzimas estrictosidina glucosidasa y
tabersonina 16-hidroxilasa se localizan en el reticulo endoplasmico (Geerlings et al.,
2000; St-Pierre y De Luca, 1995).

Las reacciones catalizadas por las enzimas TDC, 11-O-dimetil-17-O-desacetilvindolina
O-metiltransferasa, desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y 17-O-desacetilvindolina O-
acetiltransferasa se llevan a cabo en el citoplasma (De Luca y Cutler, 1987; St-Pierre y
De Luca, 1995; Vazquez-Flota et al., 1997); la reaccién mediada por la enzima AVLBS
se realiza en la vacuola (Sottomayor et al., 1996). La 11-O-dimetil-17-O-
desacetilvindolina O-metiltransferasa se encuentra en los tilacoides de los cloroplastos
(Figura 13) (De Luca y Cutler, 1987).

Los ARNm para la TDC y la SS se localizan en las células de la epidermis de los tallos,
hojas y yemas florales, asi como en las células corticales y del protoderma alrededor
del meristemo apical de la raiz (St-Pierre et al., 1999). En las raices, la actividad
enzimatica de la TDC se encuentra localizada en el citoplasma y en la region
apoplastica de las células meristematicas, asi como en las células de la epidermis de
la capside de la raiz (Moreno-Valenzuela et al., 2003).
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Figura 12. Compartamentalizacion de la biosintesis de la vindolina
y otros AMIs. Los numeros encerrados en un circulo corresponden
a las enzimas: 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), desacetoxyvindolina 4-
hidroxilasa (5), acetil CoA: desacetilvindolina 4-O-acetiltransferasa
(6), Tabersonina 19-hidroxilasa (7) y (10), minovincinina 19-O-
acetiltransferasa (8), hidroxilasas (9) y (11) (De Luca et al., 1998;
Kutney et al., 1980; Laflamme et al., 2001; Schréder et al., 1999;
Shanks et al., 1998; Vazquez-Flota et al., 2000b).

Los ARNm de la desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y la 17-O-desacetilvindolina O-
acetiltransferasa se localizan sé6lo en los idioblastos y en las células laticiferas de las
hojas, tallos y yemas florales (St-Pierre et al., 1999). Lo anterior sugiere mecanismos

de translocacion de los intermediarios de una célula a otra, para la biosintesis de estos
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metabolitos (St-Pierre et al., 1999). Mas importante aun es el hecho de que los
primeros pasos en la biosintesis de la vindolina se llevan a cabo en compartimientos
celulares diferentes a los de los ultimos pasos (Vazquez-Flota et al., 2000b).

La tabersonina da origen a productos finales que se encuentran en tejidos diferentes
en la planta (Figura 12) (Laflamme et al., 2001). En este caso, el ARNm para la
minovincinina 19-O-acetiltransferasa (Reacciéon 8, Figura 12) solo 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 celula, se puede inferir que en ellas se lleva a cabo la

biosintesis de la tabersonina y de sus derivados.

REGULACION

Investigaciones realizadas con la fraccion inddlica, empleando células en suspension
de C. roseus, sugieren que no existe relacién directa entre los valores de maxima
actividad de la enzima TDC y la produccién de alcaloides (Merillon et al., 1986;
Moreno-Valenzuela et al., 1998, Whitmer et al., 2002a); los datos de Eilert et al.
(1987b), empleando inductores de origen fungico, también apoyan esta ultima
conclusion. Sin embargo, también se ha reportado que variando la concentracion de
nutrimentos se observa una correlacion positiva entre la actividad de la enzima TDC vy
la acumulacion de alcaloides (1981). Es posible que la discrepancia entre resultados

se deba a la clona en estudio (Toivonen, 1992).

La adicion de geraniol, 10-hidroxigeraniol y secologanina, precursores de la parte
terpénica de la via, aumenta los niveles de alcaloides, particularmente de tabersonina,
en cultivos de células en suspension, lo que parece indicar que la produccion de
alcaloides puede resultar limitada por una o mas etapas de la ruta terpénica (Doireau
et al., 1987; Facchini y DiCosmo, 1991; Merillon et al., 1986; Morgan y Shanks, 2000;
Schiel et al., 1987; Shanks et al., 1998). Esta conclusién no puede ser generalizada, ya
que existen evidencias contradictorias como el aumento en la produccion de alcaloides
mediante la adiciéon de triptamina al medio de cultivo (1982). Por otra parte, la adicién
de mevalonato no tiene efecto en la biosintesis de los AMIs (Shanks et al., 1998); sin

embargo, es importante tomar en cuenta que recientemente se ha demostrado que los
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resultados dependen fundamentalmente de dos factores: la concentracion de los
productos adicionados y la etapa en la que se encuentra el cultivo receptor. Mientras
que bajas concentraciones de triptofano en la etapa temprana de la fase estacionaria
produce un aumento en la biosintesis de alcaloides, la adicion de diversos precursores
en la etapa tardia del ciclo de cultivo no produce ningun efecto (Morgan y Shanks,
2000).

Se han utilizado lineas de C. roseus en suspension celular que sobreexpresan a la
TDC y a la SS para realizar experimentos de adicion de precursores (Whitmer et al.,
1998; Whitmer et al., 2002a; Whitmer et al., 2002b). En general, la adicion de
secologanina al momento de la inoculacién produce un aumento importante en la
cantidad de los AMIs; en tanto que la adicién, junto con la loganina, de triptofano o
triptamina, produce un aumento aun mayor en la biosintesis de los AMIs en estas

lineas transgénicas.

La adicion de efectores externos como homogenados fungicos, cambio del pH del
medio de cultivo, etc.,, también modifican, en algunos casos sustancialmente, la
biosintesis de AMIs (Godoy-Hernandez y Loyola-Vargas, 1991; Godoy-Hernandez y
Loyola-Vargas, 1997, Godoy-Hernandez et al., 2000; Moreno-Valenzuela et al., 1999;
Saenz-Carbonell et al., 1993; Vazquez-Flota et al., 1994, Vazquez-Flota et al., 2000a;
Vazquez-Flota y Loyola-Vargas, 1994, Zhao et al., 2001d).

Mientras que la adicion de pectinasa aumenta los niveles de tabersonina 2.5 veces, la
adicién de quitina eleva los niveles de ajmalicina en 50%, y la adicion de acido
jasmonico aumenta los niveles de lochnericina y horthammericina, pero no los de
tabersonina (Shanks et al., 1998). La adicién tanto de homogenizados de micelios
fungicos, como de filtrados provenientes de cultivos de hongos aumentan de forma
importante la acumulacion de diferentes AMIs (Godoy-Hernandez y Loyola-Vargas,
1991; Vazquez-Flota et al., 1994; Zhao et al., 2001d).

Existen otros factores medioambientales que también modifican de manera importante
la biosintesis de los AMIs; entre éstos los extremos osmotico y salino son de los mas
importantes (Godoy-Hernandez y Loyola-Vargas, 1991; Vazquez-Flota y Loyola-
Vargas, 1994; Zhao et al., 2001a). La adicion de KCI, NaCl, manitol y sorbitol
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incrementan la acumulaciéon de AMIs. Cuando conjuntamente se utiliza alguno de
estos efectores y se adicionan precursores de la biosintesis de AMIs como triptamina y
triptofano, la produccién de los AMIs mejora sustancialmente (Zhao et al., 2001a).

La biosintesis de la catarantina y de la vindolina se encuentra diferencialmente
regulada. La biosintesis de la vindolina es regulada en cuatro diferentes niveles: tisular,

celular, por desarrollo y el medio ambiente, en tanto que la de la catarantina no lo es.

La localizacion tejido-especifica de las enzimas para la biosintesis de los AMIs, la
regulacion ontogénica de la biosintesis de vindolina como resultado de la expresiéon
coordinada de las enzimas involucradas en el proceso, asi como la presencia de
alcaloides especificos en los tejidos de la raiz y en la parte aérea de las plantas
confirman que las rutas de biosintesis son expresadas de una forma tejido-especifica.
Durante el desarrollo de la plantula, las actividades de la TDC y la SS son expresadas
36 — 48 horas antes que las de la desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y 17-O-
desacetilvindolina O-acetiltransferasa (De Luca et al., 1988). La activacion de estas
dos ultimas enzimas coincide con la transformacion cuantitativa de la tabersonina en
vindolina y requiere la participacion de la luz (Aerts y De Luca, 1992; Balsevich et al.,
1986; De Luca et al., 1988; Vazquez-Flota y De Luca, 1998a; Vazquez-Flota et al.,
2000b). También se ha determinado que existe un gradiente basipétalo de expresion
de las enzimas TDC, SS, desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y 17-O-desacetilvindolina
O-acetiltransferasa, lo que sugiere que la expresién de biosintesis de la vindolina
ocurre transitoriamente durante el desarrollo temprano de la hoja, el tallo y la raiz (De
Luca y St-Pierre, 2000; St-Pierre et al., 1999) .

La luz juega un papel central en la regulacién de la biosintesis de algunos alcaloides.
En particular, la luz activa algunos de los ultimos pasos de la ruta de biosintesis de la
vindolina. La luz no participa en la formacién de los idioblastos ni de las células
laticiferas, por lo que aun esta por determinarse como ocurre la activacion por la luz de
las enzimas que llevan a cabo la induccion de la biosintesis de los AMIs (Vazquez-
Flota et al., 2000b).
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Figura 13. Compartamentalizacion de la biosintesis de los
alcaloides inddlicos en C. roseus. Redibujado de Meijer et al.
(1993c) y Verpoorte et al. (2000). En la figura se muestra que todos
los 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 = desacetilvindolina; 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 =
vinblastina; VCR = vincristina; G100H = geraniol 10-hidroxilasa;
MIC = monoterpeno (iridodial) ciclasa; LMT = (S)-adenosil-L-
metionina:acido loganico metil transferasa; ES = estrictosidina
sintasa; PDX = peroxidasa basica; SG = estrictosidina glucosidasa;
CR = catenamina reductasa; THA = tetrahidroalstonina sintasa;
GDH = geizssoschizina deshidrogenasa; T160H = tabersonina 16-

hidroxilasa; OMT = 11-O-dimetil-17-O-desacetilvindolina O-
metiltransferasa,; NMT — 16-metoxi-2,3-dihidro-3-hidroxi-
tabersonina N-metiltransferasa; D4H = desacetoxilvindolina-4-

hidroxilasa; DAT = 17-O-desacetilvindolina O-acetiltransferasa. Los
signos de interrogacion denotan enzimas que aun se desconocen o
gue existen reportes contradictorios por el momento. Para una
vision global de las diferentes células que intervienen en la
biosintesis de los alcaloides inddlicos en C. roseus ver la figura 14.

ra



En suma, la catarantina es biosintetizada a lo largo de todos los tejidos de la planta, en
tanto que la vindolina es biosintetizada sélo en las partes aéreas. Las reacciones
catalizadas por la TDC y la SS se encuentran localizadas en la epidermis superior e
inferior de las hojas y en el protoderma de la raiz y en las células corticales alrededor
del meristemo apical. La desacetoxivindolina-4-hidroxilasa y la 17-O-desacetilvindolina
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
transportadas via xilema a las células laticiferas asociadas a las traqueidas. Estas
ultimas células pueden convertir tabersonina en vindolina y ésta acoplarse con

catarantina para formar los alcaloides bisindélicos.

DIFERENCIACION CELULAR

El proceso de desarrollo produce, ademas de la morfogénesis, la especializacion
bioquimica de la células dando como resultado la biosintesis y/o acumulaciéon de
metabolitos secundarios tales como alcaloides de diferente origen biosintético
(Facchini, 2001; Facchini y De Luca, 1995; Flores y Filner, 1985; Hashimoto y Yamada,
1994; Moreno-Valenzuela et al., 1998; Robinson, 1974; Robinson, 1981). Se ha
determinado que el contenido de hiosciamina, alcaloide derivado del tropano, en raices
transformadas de Hyosciamus muticus es similar al determinado en las raices de
plantas completas. Sin embargo, cuando las raices son desdiferenciadas a callo, el
contenido del alcaloide disminuye al nivel de trazas, cuando los callos son
rediferenciados a raices, el contenido de alcaloides vuelve a los niveles originales; este
protocolo se puede repetir infinidad de veces con el mismo resultado (Flores y Filner,
1985).

En otros procesos también se ha determinado que existe una correlacion directa entre
la diferenciacion celular y la biosintesis de metabolitos secundarios, e. g. la de
monoterpenos en las glandulas epidérmicas de Mentha piperita (Dérnenburg y Knorr,
1995). En C. roseus se ha propuesto que la presencia de células laticiferas son

esenciales para la produccion de alcaloides monoterpeno indélicos (De Luca et al.,
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1986); asi, la vindolina, una de las dos unidades monoméricas de los alcaloides
bisinddlicos, se biosintetiza en brotes pero no en los callos (Constabel et al., 1982). Se
han obtenido resultados similares para el caso de la vinblastina, ya que este producto
se acumula en brotes regenerados a partir de callos de C. roseus pero no en callos o
en suspensiones celulares (Datta y Srivastava, 1997, Endo et al, 1987). La
catarantina, por otra parte, se produce practicamente en toda la planta (Balsevich y
Bishop, 1989; Deus-Neumann et al., 1987, Westekemper et al., 1980).
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Figura 14. Compartamentalizacion de la biosintesis de alcaloides
en C. roseus. (A) Corte transveral de una hoja de C. roseus y (B)
corte longitudinal de una raiz. E = epidermis. Las flechas llenas
sefialan idioblastos y las flechas vacias sefalan células laticiferas.
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CONCLUSIONES

Un problema importante a considerar en el estudio del metabolismo 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
monoterpeno inddlicos, las enzimas estudiadas han sido aisladas de diferentes tejidos,
y si bien es importante analizar la diversidad existente para estructurar un modelo para
confrontarlo con la realidad, también lo es el 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,
confirmandose con esto que la diferenciacion celular juega un papel importante en la
biosintesis de los alcaloides (Ciau-Uitz et al., 1994). Las raices transformadas de C.
roseus poseen la capacidad de biosintetizar y acumular alcaloides inddlicos en
cantidades similares a los de las raices de las plantas (Bhadra et al., 1990; Bhadra et
al., 1993; Ciau-Uitz et al., 1994; Parr et al., 1988; Toivonen et al., 1989), ademas de
biosintetizar alcaloides que no habian sido reportados con anterioridad como la O-
acetilvalesamina (Toivonen et al., 1989) y la 19(S)-epimisilina (Peraza-Sanchez et al.,
1998).

La elucidacion de la ruta de biosintesis que lleva a los productos naturales, sélo puede
alcanzarse mediante la purificacién de cada una de las enzimas. El conocimiento que
se tiene hoy en dia de la biosintesis de los AMIs es aun fragmentado. Por otro lado, ya
se conoce con bastante profundidad la ruta de biosintesis de vindolina a partir de
tabersonina, incluyendo la clonaciéon de algunos de los genes que codifican para las
enzimas requeridas (De Luca et al., 1998), pero aun no se conoce exactamente la
biosintesis de la secologanina, la ajmalicina, la tabersonina, la catarantina y de varios
de los intermediarios de la ruta de los AMIs, aunque sabemos que la luz y el estadio de

desarrollo regulan la actividad y expresion de algunas de las enzimas.

61



Se sabe que la biosintesis de la vindolina y de la catarantina son reguladas
diferencialmente; la biosintesis de la primera se encuentra bajo un control celular
(participan el cloroplasto, el citoplasma, el reticulo endoplasmico y la vacuola), de
desarrollo (los alcaloides se biosintetizan preferentemente en los tejidos jovenes), de
tejido (participan por lo menos tres tipos de células) y medio ambiental (luz) mas
estricto que la de la catarantina. También sabemos que el uso de efectores que
producen un aumento en el contenido de alcaloides en las células, provoca un
incremento en la actividad de algunas de las enzimas o en los niveles de expresion de

algunos de los genes que las codifican.

Sin embargo, lo 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 metodologias provenientes de la proteémica.

Recientemente se han planteado algunas de las preguntas que faltan por resolver:
¢cual es el numero de pasos de la via que se llevan a cabo en la epidermis o en los
apices radicales?; si la biosintesis de los alcaloides en las raices y en la epidermis
obedece a diferentes papeles bioldgicos y funciones ecologicas de los productos
finales; ¢qué clase de tejidos produce intermediarios especificos para la biosintesis de
la vindolina?; ;cémo son movilizados los intermediarios en las células laticiferas y en
los idioblastos?; ;para qué se requiere un sistema tan sofisticado de biosintesis?;
¢ qué alcaloides se acumulan en las células laticiferas, los idioblastos, la epidermis y

las raices?.

Otra pregunta central para entender la biosintesis de los AMIs es por qué los efectores
externos aumentan selectivamente la biosintesis de s6lo 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 diferenciacion celular (Moreno-Valenzuela et al.,
1998). También es importante determinar si existen transportadores especificos para el
movimiento de los diferentes alcaloides entre los diferentes compartimientos celulares

y los diferentes tejidos. Por otra parte, se debe evaluar el hecho de que varias de las
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enzimas involucradas en la biosintesis de los productos naturales tienen homologia

con proteinas relacionadas con patogenicidad.

La complejidad de los procesos genéticos, cataliticos y de transporte de la biosintesis
de los AMIs es uno de los retos intelectuales mas estimulantes en el area de los
metabolitos secundarios actualmente. Si bien se requieren mas de 50 pasos
metabdlicos para sintetizar los alcaloides mas importantes de C. roseus, solamente se
han determinado y caracterizado en algun grado alrededor de 20 de las enzimas
requeridas (Cuadro 1), por lo que aun falta por elucidar un numero importante de
pasos metabdlicos, purificar las enzimas correspondientes y clonar sus genes.
También es necesario conocer los diversos aspectos de su regulacion, tanto en el nivel
celular como en el molecular, pero sobre todo determinar cual es la funcion de los
AMIs en las plantas que los producen.
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Cuadro 1. Enzimas caracterizadas en la ruta de biosintesis de los AMIs en Catharanthus roseus y Rauvolfia serpentina. Modificado de

Meijer et al., (1993c). AH = aparente homogeneidad; P = parcial; Pur = purificacién. Los espacios vacios indican que dichos parametros

no han sido determinados. Las referencias se citan a lo largo del texto.

hidroxilasa

170 uM

, Abreviatur Masa . o ) "
Enzima ¢ Sustratos y Kn Localizacion Pur Clonacién Tejido
a molecular x 10° Da
Triptofano ) ) Epidermis hojas>
) TDC 56 Trp 75uM Citoplasma AH Si )
descarboxilasa raiz C. roseus
Geraniol 10- ;
) ) G100H 56, 63 Geraniol 5.5 uyM Membrana vacuola AH Si Plantulas C. roseus
hidroxilasa
NADPH:
citocromo P-450 79 Citocromo P-450° Membrana vacuola AH Si Plantulas C. roseus
reductasa
10 Raices
o 10 oxogeranial, transformadas C.
oxogeranial:irido 10-OC ¢Vacuola? P
o NADPH roseusy R.
dial ciclasa .
serpentina
SAM: acido SAM 0.06 mM;
loganico metil LAMT acido logénico 12.5 P Plantulas C. roseus
transferasa mM
7- Oz, NADPH 18 uM, Cultivo de tejidos L.
desoxiloganina 7- DL7H 7-deoxiloganina Microsomas Si Japonicay C.

roseus




S9

Hoja C. roseus y

Secologanina Oz, NADPH, ) ) B
) SS ) Reticulo endoplasmico Si cultivo de tejidos L.
sintasa loganina ) )
Jjaponica
) ) Epidermis hojas,
Triptamina 0.9 - 2
L yemas florales,
Estrictosidina mM; 5.8 mM; ) .
. ES 39 ) Vacuola AH Si cultivo de tejidos C.
sintasa secologanina 30
6 roseusy R.
UM, 2.6 mM .
serpentina
Hoja>raiz>tallo>flor
Estrictosidina 3- Estrictosidina 0.1 - i ii
) F SG 63; 230; 450 Reticulo endoplasmico AH Si Culitvede tejidon C
D-glucosidasa 0.2mM roseus y R.
serpentina
Geissoschizina &o Geissoschizina 83 - Cultivo de tejidos C.
X
deshidrogenasa UM, NADP* 77 nM roseus
Polineuridina . 3
Aldehido de ) Cultivo de tejidos R.
aldehido PNAE ) » AH Si )
polineuridina serpentina
esterasa
Catenamina 4, 21-
) CSs
sintasa geissoschizina
Catenamina
CR Catenamina

reductasa




99

Tetrahidroalstoni 81 Catenamina 5
na sintasa imonium 62 uM
: Catenamina +
Peroxidasa 15 ) . Vacuola P
vindolina
Peroxidasa 37 Ajmalicina Vacuola P
) Oz, NADPH 14 uM Hojas jovenes y
Tabersonina 16- ) ) ) .
) ) T160H y tabersonina 11 Reticulo endoplasmico cultivo de tejidos C.
hidroxilasa
UM roseus
SAM 16-
hidroxitabersoni 16- )
) OoMT o ) Reticulo endoplasmico P Plantulas C. roseus
na O-metil- hidroxitabersonina
transferasa
SAM: 16-metoxi-
2, 3-dihidro-3- 16-metoxi-2, 3-
) . s ) ) Membranas de los
hidroxitabersoni NMT dihidro-3-hidroxi- o P Plantulas C. roseus
) ) tilacoides
na-N-metil- tabersonina
transferasa
Desacetoxivindo Idioblastos/laticifera
_ 0,, 2-oxoglutarato ) ) )
lina 4- D4H 45 o ) Citoplasma P Si s hoja, tallo y flores
) ) Desacetilvindolina
hidroxilasa C. roseus
AcetilCoA: DAT 54 (33+22) AcetilCoA 6.5 uM | Citoplasma AH Si Idioblastos/laticifera




/9

desacetilvindolin
a 4-O-acetil-
transferasa

Deacetilvindolina
1.3 uM

hoja, tallo y flores C.
roseus

Minovincinina

Células corticales

19-0O- MAT Minovincinina Si
) raiz C. roseus
acetiltransferasa
Anhidrovinblasti ) ) ) .
) Vindolina y Cultivo de tejidos C.
na sintasa 45 . Vacuola AH
) catarantina roseus
(peroxidasa)
16-epi-vellosimina
L Cultivo de tejidos R.
Vinorina sintasa VS 31 19.4 uyM AH )
serpentina
Acetil-CoA 64 uM
Vomilenina Vomilenina y Cultivo de tejidos R.
VR 43 20.6 )
reductasa NADPH serpentina
Vinorina Oz, NADPH 3 uM, ) Cultivo de tejidos R.
) ) VH o Microsomal )
hidroxilasa vinorina 26 uM serpentina

*En el caso de que se presenten varios valores para la K, se refiere al hecho de que éstos han sido determinados por diferentes

autores.

®En ensayos in vitro también puede reducir al sustrato artificial citocromo ¢ (K, 7.8 uM) con NADPH (K, 5.7 uM) como el donador de

electrones.

°E| valor de K, de 30 MM es para todas las isoenzimas ensayadas (De Waal et al., 1995).
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

Objetivo General

Purificar y caracterizar a la enzima 10-OC de raices transformadas de Catharanthus

roseus.

Objetivos especificos

Sintetizar el sustrato de la enzima mediante la oxidacién quimica del 10-

hidroxigeraniol.

Establecer un método para medir la actividad de la 10-OC in vitro, utilizando el sustrato

verdadero previamente preparado, en raices transformadas de C. roseus.

Medir los niveles de actividad de la 10-OC, durante un ciclo de cultivo de raices

transformadas de C. roseus.

Desarrollar un protocolo para purificar a la enzima 10-OC de raices transformadas de

C. roseus.

Determinar el pH optimo, especificidad de sustrato, termoestabilidad y obtencion de los
valores de Vmax y Km de la enzima, tanto para el NADPH como para el 10-

oxogeranial.

Materiales

Cultivo celular. La linea J1 de raices transformadas de C. roseus fue obtenida por

infeccién de hojas de C. roseus con Agrobacterium rhizogenes cepa 1855 pBIl 121.1

(Ciau-Uitz et al., 1994) y mantenida en medio Bs (Gamborg et al., 1968) a la mitad de

su fuerza ionica y subcultivada cada 21 dias en matraces Erlenmeyer de 250 mL
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conteniendo 100 mL de medio, suplementado con 3% de sacarosa; el pH fue ajustado
a 5.7 previamente a la esterilizacién por autoclave. El inoculo inicial fue 0.5 g PF en
100 mL de medio por matraz. Los matraces fueron incubados en la oscuridad en un
orbitador a 100 rpm y 25°C.

Reactivos. El 10-hidroxigeraniol, geraniol, Reactive azul-4 agarosa, medio Bs, Tris,
sulfato de amonio, acrilamida, bis-acrilamida, ajmalina, vincamina y vincristina fueron
adquiridos de Sigma (St. Louis); la catarantina y la vindolina de los Laboratorios Ely
Lilly, en tanto que la secologanina y el iridodial se obtuvieron de Research Institute for
Medicinal Plants (Hungria). La silica gel Sephadex G-25, Sephadex G-100 Superdex
75 y Superdex S-200 fueron de Pharmacia (Uppsala, Sweden), los estandares para la

electroforesis fueron adquiridos de Bio-Rad (Mississauga, ON).

Sintesis quimica del 10-oxogeranial. La preparacion del 10-oxogeranial, sustrato de
la enzima 10-oxogeranial: iridodial ciclasa, se realizé aplicando el método de Corey y
Suggs (1975). En 10 ml de CH,CI, se disolvieron 4 mmoles de 10-hidroxigeraniol y un
mmol de cloro cromato de piridinio (PCC) hasta homogeneidad. La agitacién se
continué hasta due se completd la oxidacion. Después de terminada la oxidacion, se
adicionaron 5 volumenes de éter anhidro, para lavar la mezcla, la cual fue agitada y
despues se dejo sedimentar. El sedimento, de color negro, se lavo 2 veces mas. Se
recuper6 la fraccion organica y se filtré6 a través de un embudo de vidrio poroso
empacado con silica gel y después se elimind el disolvente a presion reducida.
Posteriormente, el compuesto 10-oxogeranial fue purificado mediante filtracion a través
de una columna tipo flash de 20 cm de largo por uno de diametro empacada con silica
gel, en 2 capas: en el fondo de la columna 2.1 cm de silica gel de 230-400 mallas (60
A, Aldrich) previamente humedecida con el mismo sistema de elusion, y en la parte
superior 2 cm de silica gel de 70-230 mallas (60 A, Aldrich) (cabeza); la “cabeza” fue
preparada mezclando directamente la muestra con la silica gel (70-230 mallas) y 6 mL
de diclorometano grado HPLC, desolventizada y después empacada. Después de
empacar ambas capas, se eluyd con un litro de una mezcla hexano-acetona-metanol
80:18:2 (v/v) y se recuperaron fracciones de 20 mL (total de fracciones 50+30). La
identidad del producto fue evaluada rutinariamente por TLC (hexano:acetona 7:3, acido

fosfomolibdico como revelador) y por RMN proténica. Las fracciones fueron
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desolventizadas a presion reducida y el 10-oxogeranial fue almacenado en una

atmosfera libre de oxigeno y protegido de la luz (Clark et al., 1978).

Resonancia magnética nuclear proténica. La RMN protdnica se llevé a cabo en un
aparato Varian EM 360. Los detalles espectrales fueron: "HMNR (90 MHz, CDC13): &
10 ('H, d, J = 5.9 Hz, H-8), 9.12 ('H, s, J = 2.99 Hz, H-1), 5.88 ('H, d, J = 5.99 Hz, H-7),
223 ('H, s, J = 2.99 Hz, H-10), 1.54 ('H, s, J = 2.99 Hz, H-9), 6.4 ('H, d, J = 5.99 Hz,
H-2).

Identificacion del 10-oxogeranial. La identificacion de la estructura del 10-
oxogeranial fue realizada y definida por la determinacién de su espectro de RMN
protonica (90 MHz) con TMS como estandar interno, asi como por cromatografia de
capa fina con 10-hidroxigeraniol como compuesto de referencia, usando n-

hexano:acetona (7:3) como disolvente de elusion.

Cromatografia de placa delgada. Esta técnica se empled para dar seguimiento a la
produccion del 10-oxogeranial. Se utilizaron cromatofolios de aluminio de 5 x 5 cm (EM
Merck DC Alufolien) con una capa de gel de silice 0.25 mm con indicador fluorescente.
El revelado de las placas se llevd a cabo con una solucion de acido fosfomolibdico (20
g de acido fosfomolibdico y 2.5 g de sulfato sérico en 500 ml de H,SO, al 5%) seguido

por un calentamiento a 110-140°C.

Extracto enzimatico. Todas las etapas fueron realizadas a 4°C. Las raices
transformadas de 21 dias de edad (aproximadamente 0.54 Kg) fueron cosechadas, y
rapidamente congeladas con nitrégeno liquido, molidas hasta un polvo fino vy
homogeneizadas con un equipo “Waring blender” con canasta de acero inoxidable
durante 1.5 minutos a la velocidad maxima en el amortiguador A (Tris-HCI 50 mM, pH
7, EDTA 2.5 mM, DTT 5 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM, leupeptina 1 ug mL" y
sacarosa 250 mM) (relacion 1:2 p/v). El extracto fue pasado a través de una gasa para
remover los restos de tejidos y centrifugado a 10,000 x g por 30 minutos. El
sobrenadante (proteina: 2-3.5 mg/mL) fue nuevamente centrifugado a 100,000 x g
durante una hora; de esta centrifugacion se recuperé el sobrenadante se le midio el
volumen y fue empleado para determinar la actividad enzimatica y para purificar la

enzima 10 oxogeranial: iridodial ciclasa (0.9-1.1 mg mL'1). La concentracion de
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proteina de las muestras fue determinada por el método de Peterson (1977), usando

albumina de suero bovino como estandar.

Actividad enzimatica. La ciclizacion oxidativa del 10-oxogeranial fue medida in vitro,
tanto en la fraccion membranal como en la soluble, mediante la disminucion en la
absorbancia a 340 nm. La mezcla de reaccién contenia: 2 mM 10-oxogeranial, 5 mM
DTT, extracto enzimatico en cantidades variables (5 - 40 pg mL" de proteina), 0.25
mM B-NADPH y amortiguador Tris-HCI 20 mM en cantidad suficiente para alcanzar el
volumen de 1.4 mL. Cada mezcla de reacciéon fue preparada e incubada durante 2
minutos a 25°C, la adiciéon del B-NADPH marc6 el inicio de la reaccién. Se
determinaron las condiciones de cinética cero, con el fin de que la actividad enzimatica
fuera lineal con respecto al tiempo y a la concentracion de proteina. La actividad de la
enzima fue expresada en pKat (un picokatal es la actividad enzimatica que es capaz
de convertir un picomol de sustrato en producto por segundo, bajo las condiciones de
ensayo). Las actividades especificas fueron expresadas como pKat mg” de proteina.
En algunos experimentos, se probaron el geraniol y el 10-hidroxigeraniol como
sustratos y el NADPH como cofactor respectivamente, en las mismas condiciones de

ensayo ya sefialadas.

Efecto de la temperatura. La termoestabilidad de la enzima fue determinada por
incubacion de una preparaciéon enzimatica cruda en 20 mM de amortiguador Tris-HCI a
pH 7.5, a 4°C durante un periodo de 0 a 42 horas. Se tomaron muestras a las 0, 3, 6,
9,15, 21, 24 27, 30, 33, 36 y 42 horas. También se probo el mantener a la enzima a —
81°C por 0, 1, 7 y 30 dias; las muestras fueron descongeladas lentamente y
ensayadas para determinar la actividad bajo las condiciones ya mencionadas. Los
datos fueron graficados para mostrar los cambios en actividad a los tiempos de

incubacion y temperatura probados.

Efecto de agentes alquilantes sobre la actividad enzimatica. El uso de agentes
alquilantes permite determinar si una enzima requiere grupos sulfhidrilos para que
mantenga su actividad; por ello se investigd el efecto de bloquear dichos grupos
mediante la adicion de los siguientes agentes alquilantes: acido 2,3,5, triiodobenzoico

(TIB), acido iodoaceético (AlA) y acido p-cloromercuribenzoico (p-CMB) a la preparacion
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de la enzima en las concentraciones de 0 y 5 mM, en presencia y ausencia de DTT 5
mM. La mezcla de reaccion fue incubada a 25°C durante 30 minutos y después se
determind la actividad enzimatica. Las actividades fueron expresadas como

porcentajes relacionados con los testigos del experimento.

Purificacion de la enzima. A menos que se sefale otra cosa, todas las etapas de

purificacion y extraccion fueron realizadas sin interrupcion a 4°C 6 en un bano de hielo.

Fraccionamiento con sulfato de amonio. El extracto enzimatico fue llevado al 35%
de saturacion con (NH4),SO,4 en polvo, agitado por 30 minutos y centrifugado a 10,000
x g por 20 minutos. La pastilla fue desechada y el sobrenadante, conteniendo la
actividad de la enzima 10-oxogeranial: iridodial ciclasa, fue llevado al 70% de
saturacion con (NH,),SO,, agitado por 30 minutos y centrifugado a 10,000 x g por 40
minutos. Se colectoé la pastilla y se resuspendid en la menor cantidad posible del
amortiguador B (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 56 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 ug mL™’
leupeptina y 100 mM NacCl). La suspension resultante fue clarificada por filtracion a

través de una membrana (45 um), previamente humedecida con el amortiguador B.

Cromatografia Superdex S-200. La muestra (proteina 2.7 mg mL™"), previamente
desgasificada, fue aplicada a una columna de filtraciébn en gel grado preparativo
HiLoad 26/60 Superdex S-200 (Pharmacia) de 2.6 x 60 cm equilibrada con el
amortiguador B y acoplada a un FPLC. La velocidad de cargado y elusion fue de 0.5

mL min"' y el tamafio de cada fraccion fue de 3 mL.

Cromatografia en Reactive Azul-4-agarosa. Los picos de las fracciones eluidas de la
columna de Superdex S-200 y que contenian a la 10-OC (aprox. 0.05 mg/ml de
proteina) fueron reunidas en un mismo lote y aplicados a una minicolumna (0.9 cm x
6.2 cm) de afinidad (Reactive Azul-4-agarosa, Sigma, con afinidad por
oxidorreductasas NADPH y/o NADH dependientes) previamente equilibrada con
amortiguador C (amortiguador B sin el NaCl). La muestra aplicada equivale al 30% de
su capacidad ligante. La columna fue lavada con el amortiguador C hasta que la
absorbancia a 280 nm alcanzara los niveles de la linea base. La elusiéon de la 10-OC
de la columna fue realizada a una velocidad de 0.1 mL min' con un gradiente lineal de

0 a 1.5 mM KCI en el amortiguador C; se recolectaron fracciones de 1 mL; las
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fracciones que contenian la actividad de la 10-OC fueron identificadas por el ensayo
enzimatico y reunidas, para ser aplicadas posteriormente a una columna de filtracion
en gel (Superdex 75). La minicolumna de Reactive Azul-4-agarosa fue rutinariamente

regenerada de acuerdo al protocolo proporcionado por el fabricante.

Cromatografia en Superdex 75. Las fracciones que contenian la actividad de la 10-
OC eluidas de la columna de afinidad fueron reunidas y se aplicaron a una columna de
filtracion en gel Superdex 75 (HR 10/30), equilibrada y eluida con amortiguador B a
una velocidad de 0.3 ml/min, se recuperaron fracciones de 1 mL. Las fracciones con
actividad de 10-OC se reunieron en una sola muestra para su analisis posterior. La
resina de Superdex 75 fue obtenida de Pharmacia, hidratada y empacada en nuestro
laboratorio, usando las referencias proporcionadas por el fabricante. La elusion de la
proteina fue monitoreada en todas las etapas cromatograficas midiendo la absorbancia
a 280 nm.

Estimacion de la masa molecular. La masa aparente de la 10-OC fue determinada
por cromatografia en columna de Superdex 75 (HR 10/30) y SDS-PAGE. La enzima
parcialmente purificada fue aplicada a una columna de Superdex 75 previamente
calibrada con las siguientes proteinas de referencia: alcohol deshidrogenasa (150,000
daltones), albumina de suero bovino (66,000 daltones), anhidrasa carbonica (29,000
daltones), citocromo C (12,400 daltones) y aprotinina (6,500 daltones). La masa

molecular aparente de la enzima fue estimada con base en su volumen de elusion.

Electroforesis. La electroforesis se realizd con un equipo Mini-protean Il (Bio-Rad)
siguiendo el protocolo de Laemmli (1970). La pureza de cada una de las fracciones
obtenidas en las diferentes etapas cromatograficas fue ensayada por SDS-PAGE
usando geles de acrilamida al 10% de concentracién, corridos a 40 mA, revelados con
tincion de plata amoniacal (Wray et al., 1981). Los geles nativos fueron revelados con

tincion de azul de Coomasie R-250 usando reactivos de Pharmacia.

Electroenfoque. La separacion de las muestras por electroenfoque se llevo a cabo de
acuerdo con el protocolo descrito previamente por Robertson et al, (1987).

Brevemente, se corrieron geles de poliacrilamida al 4% usando el rango de pH de 3 a
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10, a una fuerza constante de 200 volts por 2 horas y continuado a 400 volts por otras
2 horas, a 5°C.

pH optimo. Se utilizaron tres diferentes amortiguadores para determinar el pH 6ptimo:
amortiguador de citrato 100 mM (pH 3.5, 4.5 y 5.5), amortiguador de fosfato 25 mM
(pH 6.5, 6.8, 7.0, 7.3 y 8), y amortiguador de glicina-NaOH 100 mM (pH 9 y 10). Para
determinar el pH 6ptimo de la actividad enzimatica, la proteina purificada fue medida
en los diferentes amortiguadores, variando el pH desde 3.5 hasta 10. La actividad
enzimatica a un pH dado fue determinada mezclando la solucién proteica con la
enzima con los demas componentes del ensayo enzimatico en las mismas condiciones

establecidas previamente y a cada uno de los pHs analizados.

Determinacion de los parametros cinéticos. Los parametros cinéticos de la 10-OC
fueron determinados variando la concentracion del 10-oxogeranial en los niveles 0.5,
1.0, 2.0, 40 y 6.0 mM y del B-NADPH: 0.0625, 0.125, 0.25 y 0.35 mM, los demas

parametros de la reaccion se mantuvieron constantes.
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Abstract

The enzyme 10-oxogeranial: iridodial cyclase, catalyzes the formation of iridodial
starting from 10-oxogeranial and NADPH. It was isolated, semipurified and
characterized from soluble extracts of Catharanthus roseus hairy roots. In the first part
of this study, a methodology for the preparation of the true substrate of the enzyme, the
irdodial, was settled; it was obtained by means of the double chemical oxidation of the
10-hydroxigeraniol using the Corey’s reagent as oxidizer. A protocol to measure the
enzyme was established following the oxidation of the NADPH at 340 nm. The 10-
oxogeranial: iridodial cyclase activity was followed during 21 days of the growth cycle.

The purification procedure included several chromatographic steps.

The determinate molecular mass was 66 kDa. The optimum pH for the semipurified
enzyme was 7 and its pl was 5.4. The determination of the initial velocity of the 10-
oxogeranial: iridodial cyclase in the presence of NADPH as the fixed-variable substrate
at different concentrations of 10-oxogeranial follows the typical Michaelis-Mentel
equation. The calculation of the K, using the double reciprocal method yield a value for
the K, for NADPH and 10-oxogeranial of 70 uM and 0.52 mM, respectively.
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Introduction

Alkaloids are one of the most diverse groups of secondary metabolites founded in living
organisms. Actually, more than 12,000 alkaloids have been described and many of
them have a function in defense against herbivores and pathogens (Facchini, 2001).
Alkaloids have been traditionally isolated from plants (De Luca y St-Pierre, 2000),
however, they can also be isolated from mammals, frogs, insects, marine invertebrates
and microorganism (Kutchan, 1995). A large amount of these compounds are currently

used in medicine (Schmeller y Wink, 1998).

According to their biogenetic origin they are classified as 1) alkaloids derivate from
amino acids, 2) purine alkaloids, 3) aminated terpenoids, 4) steroidal alkaloids and 5)
polyketides alkaloids. In the first group are the tryptophan derivate alkaloids, among of
which the indole alkaloids are grouped. Terpenoid indole alkaloids (TIAs) are a family of
compounds with more than 3,000 members and only for a few of them their
physiological effects in mammals are known (Facchini, 2001; Geerlings et al., 2000;
Kutchan, 1995). Those compounds are founded in several plant families such as
Apocynaceae, Loganiacaea, Nissaceae and Rubiaceae. Among the most studied
species that produce alkaloids are C. roseus, Tabernaemantana divaricata and

Rauvolfia serpentine.

C. roseus (L.) G. Don is a perennial plant from the Apocynaceae family, from
Madagascar (Svoboda y Blake, 1975). This plant has been used in traditional medicine
as a hypoglycemic agent (Singh et al., 2001), is a source of different chemotherapeutic
agents with anticancerigen activity (Svoboda y Blake, 1975; Van der Heijden et al.,
1989).

Among the most important compounds in this plant are the bisindole alkaloids like
vinblastine, used for Hodgkin disease, and vincristine used for the treatment of

leukemia (Schmeller y Wink, 1998). It also produces the antihypertensive agents
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ajmalicine and serpentine (Shanks et al., 1998) used against cardiac arrhythmia and to
improve brain circulation (Moreno et al., 1995, Schmeller y Wink, 1998). The
biosynthesis of these alkaloids is extremely complex and requires the conjunction of
two metabolic pathways: the indole and the terpenoid pathway (De Luca, 1993; Meijer
et al.,, 1993b).

There are two metabolic pathways in plants for the synthesis of mevalonic acid to
produce isoprenoids. These two pathways take place in different compartments: 1) in
the cytosol takes place trough the classical route acetate/ mevalonic acid for the
biosynthesis of sterols and sesquiterpenes, and 2) in plastids the route of the 1-deoxi-
D-xilulose-5-phosphate (Lange et al., 2000; Lichtenthaler, 2001).

According to Contin et al., (1998), secologanine is produced mainly from the alternative
route of the isopentenyl pyrophosphate synthesis. Although, some data support the
hypothesis that the cytosolic pathway also participate in its biosynthesis. In our group,
using C. roseus transformed roots, we founded that when these roots were transformed
with a hamster HMGR-truncated gene lacking the membrane binding domain, show
differences in the alkaloid and sterol biosynthesis content (Ayora-Talavera et al., 2002).
When HMGR activity was assayed, the clone that presented the minor soluble
enzymatic activity had an increase in the synthesis of ajmalicine and catharanthine,
with a concomitant decrease of the campesterol content. In the clone that presents
higher HMGR enzymatic activity the levels of campesterol increased, as well as the

serpentine content with no changes in catharanthine (Ayora-Talavera et al., 2002).

In C. roseus only a few of the enzymes required for the secologanine synthesis have
been determinate. The most well known enzymes are: 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase (Van der Heijden et al., 1989), geraniol 10-hydroxylase (Canto-
Canché y Loyola-Vargas, 2000; Canto-Canché y Loyola-Vargas, 2001; Meijer et al,,
1993a); NADPH:cytochrome P-450 reductase (Madyastha y Coscia, 1979a); a non
specific monoterpene-alcohol oxide-reductase (Madyastha y Coscia, 1979b), S-
adenosil-L-methionine-acid loganic-methyltransferase (Madyastha et al., 1973) and

secologanine synthase (Irmler et al., 2000; Yamamoto et al., 2000).
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Regarding the enzyme monoterpene acyclic of primary alcohols: NADP"
oxidoreductase, it has been shown that this enzyme plays an important role on the
secologanine synthesis (De Luca et al., 1998), catalyzing the reversible oxidation of 10-
hydroxygeraniol in the presence of NADP®, to produce 10-oxogeraniol or 10-
hydroxygeranial. There are evidences that this enzyme may be unspecific for the
hydroxyl group that is able of oxide (Uesato et al., 1986). It has been purified from R.
serpentine cells; its molecular mass is 44 kDa with a pl of 5.4. It is inactive by
iodoacetamide and N-etilmaleimide, which suggest that it requires SH groups for its
activity (lkeda et al., 1991). K, values for NADP* and NADPH is 25 and 5.5 uM
respectively, using nerol (oxidation) or neral (reduction) as a substrate. It does not uses
NAD" or NADH as cofactors, however, it may accept alylic primary alcohols with chains
larger than 6 carbons; secondary alcohols, as well as ethanol are not accepted as
substrates (De Luca et al., 1998).

The enzyme 10-oxogeranial: iridodial cyclase catalyses the production of iridodial from
10-oxogeranial using NADPH as the reductor agent (Figure 15). This enzyme has been
purified 440 fold from R. serpentine (Uesato et al., 1986; Uesato et al., 1987) and it
seems to form an heterotetramer with a molecular mass of 118 kDa with an optimal
activity at pH 7.0. However, the enzyme was not measured directly (Uesato et al.,
1986; Uesato et al., 1987). These authors used labeled geraniol (the substrate of the
geraniol-10-hydroxylase) as substrate. In this paper we report, for the first time, the
measurement of the enzyme activity using 10-oxogeranial, its true substrate, and the

partial purification of this 10-oxogeranial: iridodial cyclase.

106



\{O + NADP*

Hi3C

A

10-oxogeranial Iridodial

Figure 15. Reaction catalyzed by the enzyme 10-oxogeranial:
irdodial cyclase.

Materials and methods

Chemicals. 10-hydroxygeraniol, geraniol, reactive Red 120, Bs media, and other
chemicals were from Sigma (St. Louis); catharanthine and vindoline were from Ely Lilly
laboratories. Secologanine and iridodial were from the Research Institute from Medical
Plants (Hungry). Sephadex G-25 and G-100, and Superdex S-200 were from

Pharmacia (Uppsala, Sweden).

Chemical synthesis of 10-oxogeranial. 10-oxogeranial, the substrate for the 10-
oxogeranial: iridodial cyclase enzyme was made according to Corey and Suggs (1975).
The final product was characterized by protonic nuclear magnetic resonance in a
Varian EM 360 using TMS as internal standard, as well as chromatografically with 10-
hydroxygeraniol as a reference compound on silica gel chromatoplaques using

hexane:acetone (7:3) as elution solvent.

Tissue culture. Transformed roots from C. roseus line J1 was obtained by shoot
infection with A. rhizogenes strain 1855 121.1 (Ciau-Uitz et al., 1994) and maintained in
Bs media (Gamborg et al., 1968) at half of the ionic strength and subcultured every 21
days in 250 ml Erlenmeyer flask with 100 ml of media supplemented with 3% sucrose,
pH 5.7 previously to the sterilization. The initial inoculum was 0.5 g in 100 ml of media.

The roots were incubated in dark in a shaker at 100 rpm and 25°C.

Protein extract. Roots from day 21 (0.54 Kg) were collected and quickly frozen with

liquid nitrogen, converted in a fine powder and homogenized in a warring blender in
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buffer A (Tris-HCI 50 mM, pH 7, EDTA 2.5 mM, DTT 5 mM, phenylmethylsulfonyl
fluoride 1 mM, leupeptine 1 pg mL" and sucrose 250 mM). The extract was passed
trough a gauze to remove tissue debris and centrifuged at 10,000 x g for 30 min. The
supernatant (protein: 2-3.5 mg mL") was centrifuged at 100,000 x g for 1 h, and the
supernatant (1 mg mL™") was used for enzyme purification and enzyme activity. Protein
concentration was determined by Peterson (1977) methodology, using bovine serum

albumin as standard. All the steps were performed at 4°C.

Enzyme activity. The oxidative reaction of 10-oxogeranial was performed in vitro, by
measuring the decrease of absorbance at 340 nm of NADPH. The reaction mixture
contained: 2 mM 10-oxigeranial, 5 mM DTT, 0.25 mM B-NADPH, Tris-HCI 20 mM and
protein extract into a final volume of 1.4 ml. The reaction was incubated for 2 min at
25°C.

Enzyme purification. The protein extract was saturated at 35% with (NH4),SO,4
(powder), stirred for 30 min and centrifuged at 10,000 x g for 20 min. The supernatant,
was saturated until 70% with (NH,4),SO,, stirred for 30 min and centrifuged at 10,000 x
g for 40 min. The pellet was suspended in buffer B (60 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM
DTT, 1 mM PMSF, 1 pg mL"! leupeptine and 100 mM NaCl). The resu'tant suspension
was clarified by filtration in a membrane (45 pm). The degasified sample was applied to
a gel filtration column HiLoad 26/60 Superdex S-200 (Pharmacia; 2.6 x 60 cm)
connected to a FPLC. The elution flux was 0.5 ml/min and 3 ml fractions were
collected. The fractions with the 10-oxogeranial: iridodial cyclase activity were pulled
and applied into an affinity column (0.9 cm x 6.2 cm; Reactive Blue-4-agarose, Sigma)
previously equilibrated with buffer C (buffer B without NaCl) the sample applied was
equivalent to the 30% of their binding capacity. The column was washed with buffer C
until absorbance at 280 nm reached the base line. The elution of the enzyme was
performed at 0.1 mL min™' flux rate with a lineal gradient between 0 and 1.5 mM KCl in
buffer C; one ml fractions were collected and the fraction containing the enzyme activity
was applied into a gel filtration column (Superdex 75). The fraction containing enzyme
activity was eluted and applied into a filtration gel Superdex 75 (HR 10/30), the elution
was performed with buffer B at flux rate of 0.3 mL min™', and one ml fractions were

collected. The molecular mass was calculated in a Superdex 75 column. SDS-PAGE
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was carried out according to Laemmli (1970) and silver stained (Wray et al.,, 1981).
Electrofocusing was developed according to Robertson et al., (1987). Polyacryalmide
gels 4% were carried out using a pH range from 3 to 10 at 200 V for 2 h and then 400 V
for another 2 h, at 5°C.

Glycosylation pattern. For the glycoproteins detection, SDS-PAGE (10%) was
performed in a Miniprotean (Biorad) at 100 V for 2 h. Proteins were transferred to Nylon
membrane (Byodine, Gibco) for 5 h at 50 V using a transfer buffer (methanol, glycine

and SDS) and stained with concanavaline according to Clegg (1982).

Results and Discussion

Substrate synthesis. In order to measured enzyme activity of the 10-oxogeranial:
irdodial cyclase, the 10-oxogeranial was synthesized. The 10-hydroxygeraniol was
oxidized using the Corey's reactive. The oxidation was completed after 5 h. The
oxidation of the 10-hydroxygeraniol was followed by TLC using hexane:acetone (7:3,
v/v) as solvent; the identification of the samples was made using true standards. The
10-oxogeranial was identified by 'H NMR by comparison of the spectra. This showed
the typical double signal for no aromatic aldehyde groups at 106 ppm and those for
methyl groups joined to double bonds at 1.54 and 2.33 ppm, as well two signals for the
allylic protons close to oxygen atoms at 5.88 and 6.4 ppm. The yield of the processes

was 87%.

Determination of the enzyme activity of 10-oxogeranial: iridodial cyclase. We initiated
with 50 g of C. roseus hairy roots. The sample was extracted as was mentioned in
materials and methods. The homogenate was centrifuged at 100,000 x g during one
hour. To measure the enzyme activity, 25 pg of membranal or soluble protein were
employed. The enzyme activity was followed by the oxidation of the NADPH at 340 nm.
No membranal activity could be determined. The soluble fraction showed a specific
activity of 19.45 nKat mg prot'. The cytosolic localization for the 10-oxogeranial:
irdodial cyclase is compatible with the pathway previously suggested (De Luca et al.,
1992; Loyola-Vargas et al., 2004; Meijer et al., 1993b).
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Different amounts of proteins were used in order to determinate the initial velocity of the
enzyme as a function of time (Figure 16). The enzyme activity was dependent of the
concentration of protein and was lineal until 200 pg of protein (Figure 17). In the
absence of substrate (Figure 16, inverted open triangles), when the extract was heated
at 90°C by 10 min or treated with trypsin no activity was found as expected for a

reaction catalyzed by a protein (Table 2).

In general, the enzymes catalyzing the oxide-reduction reactions are very sensitive to
reagents that react with thiols groups. The p-CMB and the acids 2,3,5-triiodobenzoic
and iodoacetic inhibited the activity of the enzyme by 100, 70 and 33% respectively
(Table 2), suggesting that this enzyme requires sulfhydryl groups for its activity. This
was confirmed when the same experiment was carried out in the presence of DTT, an
agent which is able to protect the sulfhydryl groups. In the presence of this protecting
agent the decrease in the activity in the presence of the inhibitors was less than half

that in its absence (Table 2).

Table 2. Determination of the 10-oxogeranial: iridodial
cyclase activity in the presence of compounds interfering with
its activity. The control activity was 25.84 nmoles min™'

Condition (1 mM) Inhibitionl)(_‘l’{fr) Without ln\r}\i/t&irt]igT(_;/o)
p-CMB 100.0 9.0
2,3,5-triiodobenzoic acid 70.9 320
2,3,5-trilodoacetic acid 33.5 16.0
Heating (90°C, 10 min) 98.0 100.0
Trypsine 100.0 100.0
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Figure 17. Relationship between enzyme activity and protein
amount. See materials and methods for the details of the
conditions of the reaction.

Some 10-oxogeranial: iridodial cyclase are able to use different substrates (Uesato et
al,, 1987); in the case of the 10-oxogeranial: iridodial cyclase and under the used
conditions, geraniol and 10-hydroxygeraniol were used as substrate by the enzyme at
53% and 45%, respectively, of the enzyme activity in the presence of 10-oxogeranial
(Table 2). On the other hand, the enzyme activity in the presence of NADH as cofactor
was only one third of the activity in presence of NADPH. The enzyme from R.
serpentine is able to use NADH at 53% of that found with NADPH (1987). In the case of
acyclic monoterpene cyclase from Nepeta racemosa the requirement of NADPH is
absolute (Hallahan et al., 1995).
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Table 3. Determination of the 10-oxogeranial: iridodial
cyclase activity in the presence of different substrates (2
mM). The activity in the presence of 10-oxogeranial was
181.8 pKat and the concentration of the cofactor was 250

M.

Substrate Activity (%)
10-oxogeranial/3-NADPH 100.0
10-hidroxigeraniol/8-NADPH 53.3
Geraniol/B-NADPH 45.2
10-oxogeranial/B-NADH 33.7

Additionally to the different assays used to demonstrate that we were measuring the
enzyme, we identified the product of the reaction as iridodial. The reaction mixture of
several hundred of determinations was pull together and extracted with ethyl acetate
three times, these extracts were pull together and applied on the top of a flash column
(20 x 1 cm); aliquots of 2.5 ml were collected. Each fraction was applied to a
chromatographic plate and developed with hexane:ethyl acetate (85:15) together with
an iridodial standard. We were able to identify a compound with the same Ry as the

iridodial standard into the aliquot 10.

Determination of the enzyme activity of 10-oxogeranial: iridodial cyclase through the
culture cycle. The enzyme activity of the 10-oxogeranial: iridodial cyclase was
measured through the culture cycle in the soluble fraction of C. roseus hairy roots. For
this experiment 0.5 g of C. roseus hairy roots were subcultured in 100 ml of Bs medium
in 250 ml Erlenmeyer. The growth and enzyme activity were measured every 3 days
(Figure 18). The growth followed the characteristic sigmoidal curve of these types of
cultures. The lag phase lasted 3-4 days; the exponential phase initiated at day 5 and
followed for 7 days. The lineal phase ended at day 25 when the culture reach the

stationary phase.

During the first 18 days of growth, the 10-oxogeranial: iridodial cyclase maintained the
same levels of enzyme activity through the culture cycle (1,200 pKat mg protein'1).
Around day 21 the activity increased sharply and reached 1,750 pKat mg protein'1; later

on, the activity decreased until 400 pKat mg protein™ (Figure 18). The maxima activity
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of the enzyme coincides with the lineal phase of the growth of the roots, and the
decrease with the stationary phase. This differential development of the activity of the
10-oxogeranial: iridodial cyclase through the culture cycle, is very similar to other
enzymes involved in the secondary metabolites (Brodelius, 1990; Collu et al., 2002;
Islas-Flores et al., 1994, Kitamura et al., 1992; Luckner y Diettrich, 1990; Luijendijk et
al., 1996).
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Figure 18. Time course of cell growth and 10-oxogeranial:
iridodial cyclase activity through the cell culture cycle in C.
roseus hairy roots. Each point is the avera of three
independent experiments with its standard deviation.

The peak of maxima_activity coincide with those determined for other enzymes involved
in the alkaloid bios;}nthesis in C. roseus hairy roots (Islas-Flores et al., 1994) and
before the accumulation of alkaloids, such as ajmalicine, during the stationary phase
(Ciau-Uitz et al., 1994, Toivonen et al., 1989).

Purification of the 10-oxogeranial: iridodial cyclase. The enzyme was purified from C.
roseus hairy roots 21 days old. The purification of this type of enzymes has been very
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difficult because the enzyme activity is very low, the presence of substances interfering
with the stability of the enzymes, the presence of other enzymes using some of the
same substrates and the instability of the enzymes. At the beginning of the purification
protocol the most important parameter to know is the stability of the enzyme
(Deutscher, 1990). In some cases and under different store conditions enzymes can be
instable when they are keep to 4°C (De Carolis y De Luca, 1993; Rajaonarivony et al.,
1992).
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Figure 19 (left panel) Effect of storage the extract at 4°C on

the enzymatic activity of 10-oxogeranial: iridodial cyclase.

(right panel) Effect of keeping the extract at -81°C on the

enzymatic activity of 10-oxogeranial: iridodial cyclase.
In order to determinate the stability of the 10-oxogeranial: iridodial cyclase, after the
extraction the samples were divided in aliquots of one milliliter and separated in three
sets. One was keeping at 4°C, the second was stored at -81°C and the third was frozen
with liquid nitrogen and then stored at -81°C for a month. The enzyme activity of the
samples stored a 4°C was measured every 3 hours during the first 42 hours of storage.
The enzymatic activity decreased continuously during the first 18 hours, it keeps stable
for 15 hours and then decreased again (Figure 19). It is possible that the sample
contains two isoenzymes for the 10-oxogeranial: iridodial cyclase; other explanation
could be that the enzyme is forming dimmers or trimmers, which maintain the

enzymatic activity, and the association is loss with time.

When the enzyme was stored at -81°C the activity increased by 30% after the first 48

hours. Later on the activity was kept without change for a month (Figure 19). The
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increase in the activity could be due to the presence of an inhibitor, which is unstable
and degraded during the storage.

The monoterpene cyclase has been partially purified from cellular cultures of R.
serpentine using a three chromatographic steps (Uesato et al., 1987). During this
research the 10-oxogeranial: iridodial cyclase was purified from 500 g of C. roseus
hairy roots by precipitation with ammonium sulphate and four different chromatographic
steps (Table 4).

Table 4. Purification scheme for the 10-oxogeranial: iridodial
cyclase from C. roseus transformed roots.

Step of Volume Protein Activity Sp‘?c!f'c Yield Purirestion
il sl activity 6 (fold)
purification (mL) (mg) (pKat) (pKat/mg) (%)

Crude extract 166 175.9 7,100 47.2 100 1
fS°'”.b'e 163 1421 | 12,074 85.0 170 18

raction

Ammonium
sulphate 10.7 27.2 1,412 88.4 19.9 1.9
35-70%

Superdex S- 30 5.6 1,010 64.74 137.16 1.37
200 (P) 35 7.1 1.335 88.95 188.07 1.88
Blue-4- .025 0.71 3,320 79.79 164 1.64
agarose 0.25 0.57 3,000 100.60 213.13 2o

Superdex 75A 0.5 0.185 9,743 388 137.2 8.2
0.5 0.064 5,500 925.3 775 19.6

Since previously was determined that the 10-oxogeranial: iridodial cyclase is not
present in the membranes, the separation between the membranal and soluble
fractions was uéed as the first purification step. The roots were extracted was
mentioned in materials and methods in the presence of the extraction buffer (Tris-HCI
50 mM, sucrose 250 mM, EDTA 2.5 mM, DTT 5§ mM, PMSF 1 mM, leupeptine 1 uM,
pH 7.5) 1:2 (w/v). The purification protocol was initiated with 176 mg of protein, a total
activity of 7,000 nkatal and a specific activity of 47 pkatal mg protein”' (Table 4). The
separation of the membranal protein eliminated 30 mg of protein and the total activity
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increased 70%, probably due to the elimination of an inhibitor associated with the
membrane. The same phenomenon has been observed previously when the crude
extract was storage at -81°C (Figure 19). This step yielded 1.8-fold purification.

The fractionation of the protein with ammonium sulphate between 35 — 70% eliminates
the 85% of the protein; however, also introduce a very important loss of the activity
(Table 4). The fraction from ammonium sulphate fractionation was suspended in 10.7
ml of buffer (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, leupeptine 1
[IM, pH 7.5), filtered and loaded in a filtration gel column (Superdex G-200, 25 x 600
mm). Two peaks showing 10-oxogeranial: iridodial cyclase activity and molecular mass
of 66 (peak A) and 40 (peak B) kDa were eluted from this column (Figure 20). It is

possible that the smallest peak be a degradation product from the 60 kDa peak.

Each peak with enzymatic activity from the Superdex column was loaded, separately,
to a blue-4-agarose affinity column (5 x 10 mm). The protein with the activity, as
expected was attached to the column and was eluted with a KCI gradient. The peak A
was eluted at a conductivity of 75 mS (Figure 20), instead the peak B was eluted at 15
mS (data not shown). The use of this type of column yielded the higher increase in the
degree of purification. The total activity recovered after the use of these columns was
higher than 6,000 pkatal. The recovery of higher activity after the use of this type of
column suggests that the protein is more stable forming associations or that an inhibitor

has been removed.

In each case the fractions with the enzymatic activity were pulled together and loaded
onto a Superdex G-75 column (10 x 100 mm) (Figure 20). The fractions with the 10-
oxogeranial: iridodial cyclase were pulled and used for the characterization of the
enzyme. After the use of these columns the peaks A and B were purified 8 and 19-folds
with a specific activity of 388 y 925 pkatal mg protein'1, respectively. The
electrophoresis in 10% acrylamide SDS gels of peaks A and B showed two major
bands with molecular mass of 66 y 40 kDa respectively.
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Figure 20 (upper left panel). Superdex G-200 elution profile
for C. roseus 10-oxogeranial: iridodial cyclase after
precipitation with ammonium sulphate. (upper right panel).
Blue-4-agarose Superdex elution profile for C. roseus 10-
oxogeranial: iridodial cyclase peak A after elution from
Superdex G-200. (bottom left panel). Superdex G-75 elution
profile for C. roseus 10-oxogeranial: iridodial cyclase peak B
after elution from Blue-4-agarose Superdex. (bottom right
panel). pH profile for the catalytic activity of 10-oxogeranial:
iridodial cyclase. ( O) citrate buffer 0.1 M; ( A) phosphate
buffer 0.1 M; ( [ ) glycine buffer 0.1 M.

118

& S B ol T T T 3.0
. @
0030 | b ‘
’ |1 {10 | _E_O.OOGO > 4 25
| 1 c
0025 | ' !
[T o & oooas| ’ 120
. Hoo & = I
0020 |- L] 5 3 Iih |
I ° . e n| 415
0015F | 8 8 00030 |- 4\ \
[ 1°® 5 2 I & 4 10
ool0} @ i = 2 1€
‘ s
! 3 1o, 2 . 00015 | 4 as
| 07 = S B
0005F o @ @@ |
(1L { o
0.000 i , i 1 L 1 06 9100009 1 J J 1 1
80 120 160 200 240 280 0 5 10 15 20 25 30
Volume (ml) Volume (ml)
0025 T ; T T 90 20 O R B A e e e e e
80 L
PR 22 4
0020 ,*mmm d“. |
l | 4 70 20 -
t 115 ! 18} 4
0015 | ! 125 Hl = ]
) o < 2
B 4508 3 2 H
a » 2
0010 |- g {wf 1103 £ 4
Gon ganee < < g .
0005 |- ! | 125 s £
t ] 1 3 {,.3 ]
\ | S 1202 Hos & y
0000 - ) \4—; y - -
A 7
" OOSIMII"HHIHHI. i r = 0 | [ . H
20 30 40 50 60 7 8 9 10 1

(1exd) Awanoe awAzug -



With the semipurified enzyme some of its properties were determined. The molecular
mass was determined using a gel filtration Superdex G-75 HR column (25 x 600 mm)
calibrated with different mass molecular weight markers. The molecular mass for peak
A was 66 kDa. This molecular mass is lower than those determined by Uesato et al,
(1987) (Uesato et al., 1987) for the R. serpentina enzyme, who determined a molecular

mass of 118 kDa for the complete enzyme and 4 subunits.

To determine the optimal pH for the reaction catalyzed by the 10-oxogeranial: iridodial
cyclase three different buffer systems were used: citrate (pH 3.8 — 6), phosphate (pH
6.5 — 8) and glycine (pH 9 — 10). The optimum pH was 7.0 (Figure 20). This pH was the
same that the optimum pH determinate for R. serpentine enzyme (Uesato et al., 1987),
with the only difference that the range of the optimum pH was wider for the R.
serpentine preparation, probably due to the grade of purity of the enzyme used for the

assay.
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Figure 21. Effect of the concentration of NADPH on the

activity of 10-oxogeranial: iridodial cyclase at different fixed
concentrations of 10-oxogeranial.
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The determination of the apparent K., for the substrates of the enzyme was carried out
using different substrate concentrations of one of them, and maintaining the
concentration of the second substrate constant at each of the different concentrations

used, and evaluating the velocity of the reaction.

The determination of the initial velocity of the 10-oxogeranial: iridodial cyclase was
made using first the 10-oxogeranial as the fixed-variable substrate at different
concentrations of B-NADPH (Figure 21). The development of the reaction follows the
typical Michaelis-Mentel equation; nevertheless, concentrations higher than 250 uM of
B-NADPH are inhibitory for the enzyme. The determination of the initial velocity of the
10-oxogeranial: iridodial cyclase in the presence of B-NADPH as the fixed-variable
substrate at different concentrations of 10-oxogeranial is showed in the figure 22. The
development of the reaction follows the typical Michaelis-Mentel equation. The
calculation of the K, using the double reciprocal method yield a value for the Km for 8-
NADPH and 10-oxogeranial of 70 uM and 0.52 mM, respectively.

These Km determinations are the first reported in the literature for the 10-oxogeranial:
iridodial cyclase. Comparing these kinetic parameters with other cyclases it is possible
to say that they are in the appropriate range. For example, Hallaham et al., (1995)
purified and characterized a monoterpene-NADP"-oxidoreductase from N. racemosa,
which can use different monoterpenes as substrates; the K., for geraniol, nerol and 10-
hydroxygeraniol was 30, 6 and 95 uM, respectively. Similar results were obtained for an
oxidoreductase isolated from R. serpentina (Ikeda et al., 1991). The value for the K, for
NADPH is almost the same that those determinate for the monoterpene-NADP'-
oxidoreductase from N. racemosa (Hallahan et al., 1995).
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Figure 22. Effect of the concentration of 10-oxogeranial on

the activity of 10-oxogeranial: iridodial cyclase at different

fixed concentrations of NADPH.
In summary, we semipurified, from C. roseus hairy roots, the enzyme 10-oxogeranial:
iridodial cyclase which is able to catalyze the conversion of 10-oxogeranial into iridodial
using B-NADPH as reductor. The data presented support the hypothesis that this
enzyme is present in two forms, with different molecular mass, and an optimum activity

atpH 7.
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Capitulo 4

Conclusiones

El cultivo establecido de raices transformadas de C. roseus, que ha sido caracterizado
ampliamente en otros proyectos de investigaciéon realizados en el Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular del CICY, permitid entre otras ventajas, la posibilidad
de contar con un aporte constante de material biolégico con el que se realizé este

trabajo, del que derivan las siguientes conclusiones:

Se obtuvo el 10-oxogeranial, sustrato verdadero de la enzima 10- oxogeranial:iridodial
ciclasa por sintesis quimica a partir del 10-hidroxigeraniol, mediante la doble oxidacion

de este monoterpeno, aplicando el reactivo clorocromato de piridinio (PCC).

La actividad de la enzima 10-oxogeranial: iridodial ciclasa es especifica para el
oxogeranial y el NADPH, y se determind en extractos solubles de las células de la
linea J-1 de raices transformadas de C. roseus. Al medir la actividad, a lo largo de un
ciclo de cultivo durante 21 dias, se encontré un pico maximo de actividad al finalizar la

fase exponencial.

Se obtuvo una metodologia para purificar a la enzima 10-oxogeranial: iridodial ciclasa.
El protocolo establecido para la purificacion parcial de esta enzima presente en los
extractos solubles de las células de las raices transformadas de C. roseus, permite
obtener 19.6 veces de purificacién, partiendo del extracto crudo. Con este protocolo se
pueden obtener 2 proteinas con actividad de 10-oxogeranial: iridodial ciclasa, con

masas moleculares de 60 y 35 kDa, determinados por la técnica de SDS-PAGE.

La caracterizacion de las proteinas semipurificadas incluyé la determinacion del punto
isoeléctrico y pH de actividad o6ptima, siendo estos parametros de 5.1 y 7
respectivamente. Ademas, la enzima muestra elevada especificidad por el 10-

oxogeranial y es inhibida por reactivos que reaccionan con grupos tiol.
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Capitulo 5

Perspectivas

Este trabajo abre las posibilidades para el estudio bioquimico y molecular de un paso
crucial en la sintesis de la secologanina, uno de los dos precursores en la biosintesis
de los alcaloides monoterpeno indélicos de C. roseus. Entre las futuras acciones que

deberan seguirse se tienen:

La purificacion a homogeneidad de la 10-oxogeranial: iridodial ciclasa de C. roseus; lo
anterior con el proposito de determinar sus verdaderos parametros cinéticos y de
secuenciar la parte amino terminal de la proteina. Con ello se podrian disefar
oligonucléotidos especificos que podrian emplearse para obtener su gen y poder
estudiar la region del promotor y determinar el tipo de regulacion al que estad sometido

su expresion.

Con relacion a la caracterizacion de la enzima, es importante determinar si la actividad
de esta enzima es modulada por alguno de los alcaloides producidos por esta via de

sintesis.

Los reguladores del crecimiento modifican el metabolismo secundario, y en cultivos
celulares afectan tanto el desarrollo como la produccién de metabolitos secundarios (El
Sayed y Verpoorte, 2002), por lo que para determinar cual es el papel que esta enzima
esta jugando en la ruta de biosintesis de los alcaloides monoterpeno inddlicos se debe
determinar si su actividad es influida por 2,4-D, salicilato o jasmonato, compuestos
que actuan como moléculas sefalizadoras para la expresion de genes de defensa
(Reymond y Farmer, 1998), lo que a su vez produce un aumento en el contenido de
diferentes tipos de alcaloides (Rijhwani y Shanks, 1998).

La obtencién del ADNc o del gen permitira el estudio de su localizacion en los tejidos
de la planta. Hasta ahora sélo unas pocas enzimas se han estudiado de esta forma;

sin embargo, han proporcionado informacion muy valiosa sobre su localizacion
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intracelular y tisular (Facchini, 2001; St-Pierre et al., 1999) y han permitido elaborar un

modelo de la sintesis de los alcaloides inddlicos en C. roseus.
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