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PRODUCCION DE TAXOIDES EN CULTIVOS in vitro DE CALLOS Y CELULAS
ELICITADAS DE Taxus globosa
Hebert Jair Barrales Curefio, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2013
RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron: establecer un método de propagacion in vitro para callos
y células en suspension de Taxus globosa, se realizaron pruebas de viabilidad celular; se
elicitaron suspensiones celulares con jasmonato de metilo, etanol y una combinacién de
perdxido de hidrégeno con butionina de sulfoximina. Se cuantificaron tres taxoides: taxol,
cefalomanina y 10-diacetil baccatina por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en
cultivos in vitro de callos, células elicitadas y hojas de T. globosa. La induccion de los callos
se origin6 a los 40 dias, el mayor porcentaje se obtuvo con el tratamiento de picloram y
polivinil pirrolidona. El analisis por Cromatografia Liquida de hojas de un extracto crudo en
metanol registrd la mayor acumulacion de taxoides totales, mientras que en el extracto crudo
de callos con metanol se observd una alta concentracion de 10-diacetil baccatina. Los
cultivos crecidos en medios de cultivo B5 con 13.4 uM de &cido naftalenacético y 6.72 uM
de picloram, presentaron el mejor crecimiento y una coloracién verde cristalina. La prueba de
diacetato de fluoresceina revel6 que muchas de las células fluorescen, indicando que los
cultivos celulares se mantienen viables a lo largo del tiempo. Se observé el efecto de las
hormonas a nivel microscopico sobre las células, en el medio de cultivo adicionado con &cido
naftalenacético las células se mostraron alargadas y formando agregados, con &cido
naftalenacético y bencil-aminopurina las células mostraron proliferacion; con acido
naftalenacético y picloram, las células mostraron una elongacion y separacion celular. La
méaxima ganancia en peso seco se observé con los tratamientos de BSO y H,0, en el octavo
dia después de la siembra. Con jasmonato de metilo se present6 el menor crecimiento en el
octavo dia. ElI pH de los cultivos celulares oscilé en un rango de 5.2 a 6.2. Respecto al
volumen de medio consumido, éste fue ascendente. En los experimentos de elicitacion los
resultados fueron: la mayor acumulacion de taxoides se obtuvo en el tratamiento con
perdxido de hidrogeno mas butionina de sulfoximina, aumentando 81 % la produccion de 10-
diacetil baccatina en el sexto dia, 2 % la cefalomanina en el octavo dia y con una deteccion

menor a 1% de taxol en el décimo dia respecto al control.

Palabras clave: 10-diacetil baccatina, cefalomanina, taxol, anticancer, fitohormonas,

viabilidad celular.



TAXOIDS PRODUCTION IN CROP OF CALLOS in vitro AND ELICITED CELLS
OF Taxus globosa
Hebert Jair Barrales Curefio, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2013
ABSTRACT

The objectives of this study were: to establish a method of propagation in vitro in callus and
cells, to perform HPTLC assays in callus, cell viability testing, to elicit cell suspensions with
methyl jasmonate, ethanol and a combination of hydrogen peroxide with buthionine
sulfoximine. Three taxoids were quantified: taxol, cephalomannine and 10-diacetyl baccatin
using High Resolution Liquid Chromatography in callus in vitro cultures, elicited cells and
leaves of T. globosa. The callus induction of T. globosa was originated after 40 days, the
highest percentage was obtained with treatment of picloram and polyvinyl pyrrolidone.
Liquid Chromatography analysis showed the greatest accumulation of taxoids in sheets from
crude extract with methanol. HPLC analysis of the crude extract of callus with methanol had
a high concentration of 10-diacetyl baccatin. FDA testing revealed that many of the cells
fluoresced, indicating that the cell cultures remain viable throughout the time. It was
observed that the effect of hormones on a microscopic level on cells in culture medium
supplemented with naphthalene acetic acid the cells were long and forming groups. On
treatment naphthalene acetic acid/benzyl-aminopurine showed cell proliferation; on treatment
with the phytohormones naphthalene acetic acid/picloram showed cell elongation and cell
separation. The maximum dry weight gain was observed with treatments of hydrogen
peroxide plus buthionine sulfoximine on the eighth day after sowing. With methyl jasmonate
elicitor, a slower growth was shown on the eighth day. pH units of the crops ranged from 5.2
to 6.2. In relation to the volume of spent medium, this consumption was ascending. In the
experiments of elicitation the results were: accumulation of taxoids as obtained in the
treatment with hydrogen peroxide plus buthionine sulfoximine, increasing 81% of the
production of 10-diacetyl baccatin on the sixth day, 2% cephalomannine in the eighth day
and with the lower detection of taxol in the tenth day related to control.

Keywords: 10-diacetyl baccatin, cephalomannine, taxol, anticancer, phytohormones, cell

viability.
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I. INTRODUCCION

Las plantas son la fuente principal de alimentos y de metabolitos secundarios, estos
compuestos, que pueden ser farmacos, insecticidas, saborizantes, colorantes y aromas, se
utilizan como materias primas o principios activos en la industria quimica, farmacéutica,
agricola y alimentaria. Debido a la sobreexplotacion de las fuentes naturales, muchas especies
vegetales estan en peligro de extincion. Por tanto, es necesario, obtener estos compuestos con
técnicas alternativas a las naturales, como el cultivo de células, tejidos y 6rganos vegetales in

vitro, que han sido investigadas ampliamente durante los ultimos 30 afios.

La familia Taxaceae, esta representada en México por el género Taxus con una sola especie,
T. globosa, la cual se distribuye en la Sierra Madre Oriental (en Nuevo Leon, Tamaulipas,
San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y Veracruz), Sierra Madre de Juarez, Oaxaca, Meseta
Central de Chiapas, México. se extiende a la Sierra de Minas, Sierra de Cuchumatanes y
cadena volcanica en Guatemala, en el sur de El Salvador y en las cordilleras de Celaque y
Tilardn en Honduras. Esta especie habita principalmente en los bosques mesofilos de

montafia de México (Contreras, 2001).

El tejo mexicano (T. globosa) produce un pseudoalcaloide diterpénico polioxigenado Ilamado
taxol, que se usa en el tratamiento del cancer cérvico uterino (Soto et al., 2000), de seno,

pulmon y ovario y en el sarcoma de Kaposi, relacionado con el AIDS (Ting, 2008).

Los taxoides diterpenoides se biosintetizan principalmente por los miembros del género
Taxus y representan uno de los grupos interesantes de productos naturales bioactivos debido
al descubrimiento y desarrollo del taxol, el cual ha sido un agente terapéutico eficiente y la
mejor medicina comercial anticancer en la historia (Kingston, 2000). En Estados Unidos se

cultivan al menos 16 variedades de T. baccata L. (especie europea) y T. cuspidata Siebold &



Zucc. (especie asiatica) como fuente de materia prima para usos medicinales (Hansen et al.,

1994).

El taxol fue aislado inicialmente por Wani et al. (1971) de la corteza del &rbol de Tejo del
Pacifico (T. brevifolia Nutt); debido a que esta especie es de crecimiento lento, la fuente
natural de taxoides es limitada. El taxol es un compuesto antitumoral que se encuentra en

concentraciones de 5.0 x 10 de la biomasa seca de la planta.

El cultivo masivo de células vegetales se ha propuesto como una alternativa para la
produccion de metabolitos secundarios (Sharp y Doran, 2001). Esta técnica ha sido estudiada
para la obtencion de compuestos fitoquimicos que tienen actividad antimicrobiana,
antibidtica o insecticida. Ademas, presenta ventajas amplias en comparacion con la
produccion agricola convencional, ya que es independiente de la geografia, variaciones
estacionales y ambientales e interferencias politicas, pueden suministrar un producto de
calidad uniforme o utilizarse para procesos de biotransformacion (Ramachandra y

Ravishankar, 2002).

El cultivo de células vegetales a partir de callos cultivados in vitro es una fuente sustentable
para la produccion de metabolitos de valor agregado alto en aplicaciones medicinales como el
taxol (Naill y Roberts, 2004). Phyton Biotech Inc. y Samyang Genex Corp. iniciaron la
produccion industrial de taxol, para su comercializacion, con fermentacion a gran escala
(Zhang et al, 2002). Las principales dificultades primarias asociadas con el establecimiento
de los bioprocesos de cultivos de células vegetales de Taxus spp. han sido el rendimiento bajo
y variable de sus metabolitos secundarios. Con el fin de incrementar los rendimientos se ha
utilizado la elicitacibn como una estrategia de investigacién con beneficios importantes en la
industria farmacéutica. En general, un elicitor son moléculas y/o estimulos que inducen o

controlan la expresion de genes y de rutas del metabolismo. Algunos metales pesados (cobre,
2



cadmio, cromo), jasmonatos y compuestos fungicos se han utilizado para incrementar la
produccion de metabolitos secundarios. Nadmeo (2007) indica que la elicitacion es un
proceso que induce la sintesis de metabolitos secundarios de las plantas para garantizar su
supervivencia, persistencia y competitividad. Schaller y Stintzi (2009) mencionan que los
jasmonatos se originan en las membranas de los cloroplastos a partir de la biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados, y describe descubrimientos recientes de su estructura, funcion,

y regulacion de las enzimas implicadas en la biosintesis de los jasmonatos.

El objetivo de este estudio fue: establecer un método de propagacion in vitro de callos y de
cultivo de células en suspensién, y a partir de los extractos se realizaron ensayos de
cromatografia en capa fina de alta resolucion a extractos de callos; pruebas de viabilidad
celular y se elicitaron suspensiones celulares con jasmonato de metilo, etanol y una
combinacion de peroxido de hidrégeno con butionina de sulfoximina. Se cuantificaron tres
taxoides: taxol, cefalomanina y 10-diacetil baccatina mediante cromatografia liquida de alta
resolucién en a partir de los extractos de cultivos in vitro de callos, células elicitadas y hojas

de T. globosa.



1.1 JUSTIFICACION

La escasez de T. globosa ha llamado la atencion debido a que aparentemente es un recurso
geneético que puede estar en peligro, en caso de que no se logre su conservacion ex situ y se
promueva su permanencia in situ. La produccion del taxol, compuesto con demanda alta por
su actividad citotdxica es un ejemplo de farmaco que se obtiene de plantas cuya demanda es
dificil de abastecer. Para obtener 1 kg de taxol se necesita la corteza de 1000 arboles de Taxus
brevifolia L. Los constituyentes fitoquimicos de diferentes especies de Taxus han sido
estudiados durante varias décadas y se han identificado: taxanos-alcaloides, diterpenos con
esqueleto de taxano, lignanos, biflavonoides, esteroides y diterpenos. Entre ellos, los taxoides
antitumorales y diterpenos antineoplasicos han generado gran interés farmacoldgico y destaca
ampliamente el taxol, un diterpeno tetraciclico, oncofarmaco utilizado para fines terapéuticos
en el tratamiento del cancer cérvico uterino, seno, pulmén, carcinoma gastrico, asi como los
taxoides: 10-diacetil baccatina y cefalomanina. Por tanto, se considera necesaria en esta
investigacion la produccion y obtencion de tres taxoides a partir de cultivos de lineas
celulares altamente productoras de T. globosa Schlecht. Por otro lado, pocas son las
investigaciones sobre la generacién de lineas celulares a partir de la especie mexicana de T.
globosa siendo necesario desarrollar una alternativa biotecnoldgica del cultivo in vitro como

una alternativa atractiva.



1.2 OBJETIVOS

1.3 Objetivo General

Establecer un cultivo in vitro de callos y de células de Taxus globosa como fuente accesible
para la obtencidn de tres taxoides: 10-deacetil baccatina, cefalomanina y taxol.

1.4 Objetivos Especificos

1.- Inducir callos por cultivo in vitro y analizar por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) el contenido de tres taxoides: 10-diacetil baccatina, cefalomanina y taxol en cultivos

in vitro de callos de T. globosa asi como en hojas in situ.

2.- Realizar la identificacion de los taxoides 10-diacetil baccatina, cefalomanina y taxol en

cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) en hojas y callos de T. globosa.

3.- Realizar la identificacion de esteroles en cromatografia en capa fina (TLC) de callos de T.

globosa.

4.- Realizar pruebas de viabilidad celular a los cultivos de células en suspension.

5.- Elicitar los cultivos de células en suspension con jasmonato de metilo, etanol, y una

combinacion de peroxido de hidrogeno (H20,) y butionina de sulfoximina (BSO).

6.- Determinar mediante HPLC la produccion de taxoides en los cultivos in vitro de callos y

células en suspension de T. globosa con y sin elicitacion.



1.5 HIPOTESIS

La adicion de elicitores en cultivos in vitro de células de T. globosa incrementara la

produccion de los taxoides 10-diacetil baccatina, cefalomanina y taxol.

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes histéricos del tejo

La toxicidad del arbol del tejo (Taxus spp.) y su extraordinaria longevidad, que le hace
parecer inmortal, ha hecho que, desde tiempo inmemorial, fuese considerado como un arbol
sagrado. Asi los pueblos celtas lo veneraban y sus sacerdotes, los druidas, lo usaban en sus
rituales. Otros pueblos de la peninsula ibérica como los antiguos cantabros y astures, asi
como algunos de los pobladores de la Galia, lo utilizaban como veneno cuando eran

capturados por sus enemigos (Centelles e Imperial, 2010).

La importancia de este arbol a lo largo de la historia ha quedado reflejada también en la
geografia. Los toponimos de pueblos espafioles que derivan del tejo son numerosos, como
Teixeiro, Teixido o El Tejo. Estos pueblos le deben su nombre y son un reflejo de la
importancia que tuvo el arbol en épocas pasadas. Sus propiedades curativas son conocidas
desde hace milenios. El emperador romano Claudio publico un edicto en el que sefialaba al
tejo como el mejor antidoto contra las picaduras de las serpientes. A lo largo de la historia se

ha usado también como abortivo (Centelles e Imperial, 2010).



2.2 Taxonomia y descripcion

El tejo es una gimnosperma que se encuadra en una familia de plantas muy antiguas, las
Taxaceas. El género Taxus (Cuadro 1) pertenece a la clase Pinopsida, orden Taxales y a la

familia Taxaceae (Malik et al., 2011).

Tienen cierta similitud con las coniferas, otra familia de gimnospermas a la que pertenecen
los pinos, abetos, cedros y otros. Sin embargo las taxaceas se distinguen de las coniferas en
que su madera y sus hojas no tienen canales resiniferos y en que sus semillas no se

encuentran dentro de conos (las pifias), sino que aparecen rodeadas por una envoltura carnosa

que les da aspecto de baya (Figura 1).

Morales G. E. 2008

Figura 1. Aspecto fisico del follaje de Taxus globosa y de las bayas (arilo carnoso de color
rojo que envuelve a la semilla) Morales (2008).

En la actualidad el género Taxus agrupa varias especies semejantes entre si, que se distinguen
por su origen geografico mas que por sus caracteristicas morfoldgicas. Algunos de los
parientes del tejo mexicano (T. globosa Schle.) son: el tejo europeo (T. baccata L.), el tejo
japonés (T. cuspidata Siebold y Zucc.), el tejo americano (T. canadensis Marshall) y el tejo
del Pacifico (T. brevifolia Nutt), caracteristico del oeste de los EE.UU.
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Cuadro 1. Clasificacion del género Taxus spp.

Nombre comun Nombre cientifico

Tejo europeo T. baccata L.
Tejo del Himalaya T. wallichiana Zucc.
Tejo chino T. celebica Li.
Tejo japonés T. cuspidata Sieb et Zucc.
Tejo del Pacifico T. brevifolia Nutt.
Tejo mexicano T. globosa Schlechtd.
Tejo de la Florida T. floridana Nutt.

Tejo canadiense T. canadensis Marsh.

2.3 Usos y tradiciones

Desde la antigtiedad, los tejos han sido considerados arboles sagrados y temibles. Sagrados a
causa de su permanente verdor y longevidad, por lo que se les consideraba un simbolo de
vida eterna, y temibles, por su toxicidad y su follaje oscuro y sombrio. De hecho, los pueblos
celtas construian sus templos y altares cerca de estos arboles sagrados, una costumbre que
luego fue heredada por los primeros cristianos. Aun hoy es posible encontrar al pie de tejos
europeos centenarios algunas ermitas e iglesias que se edificaron en estos lugares méagicos,

siguiendo la tradicidn celta (Iglesias et al., 1997).

2.4 Uso medicinal

Desde tiempos inmemoriales se ha sabido de la toxicidad y de las propiedades medicinales
del tejo. Se afirma que los galos envenenaban sus flechas con “zumo” de tejo, y en el sexto
libro de la Guerra de las Galias, Julio César relata que Cativolco, rey de un pueblo celta, se
quitd la vida con “zumo” de tejo para no caer en poder de los romanos. La medicina
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tradicional de occidente atribuye a esta planta efectos emenagogo, pectoral, narcotico y
abortivo; las tribus americanas usaban brebajes de tejo (T. brevifolia) para tratar el
reumatismo, la fiebre y la artritis; y los japoneses empleaban las hojas de tejo (T. cuspidata)

para tratar la diabetes y para inducir abortos (Iglesias et al., 1997).

2.5 Especie en regresion

Los cinco generos que constituyen en la actualidad la familia de las taxaceas derivan de la
especie fosil Paleotaxus rediviva, de la que se han encontrado restos en sedimentos del
Triésico con una antigiedad de 200 millones de afios. La aparicion de las especies actuales de

tejo es més reciente (Lopez, 2001).

Los tejos debieron ser especies muy abundantes durante el Pleistoceno, el periodo de las
glaciaciones cuaternarias. Los estudios de polen fosil indican que en esta época, el tejo,
estaba ampliamente distribuido en Europa y, muy posiblemente, era una especie fundamental
en los bosques. Los cambios ocurridos en las condiciones climaticas, a lo largo de este
amplio periodo de tiempo, fueron convirtiendo al tejo en especie residual a la vez que
favorecieron el desarrollo de otras especies, que hoy dominan las formaciones arbéreas,
quedando el tejo relegado a pequefias manchas dispersas. Esto explicaria su amplia
distribucion actual, en numerosos y pequefios nucleos relicticos dispersos en la mitad norte

del planeta, sin que, en la mayoria de los casos, lleguen a formar bosques (Lopez, 2001).

Por tanto el declive del tejo obedece, en parte, a causas naturales, considerandose que es una
especie que se encuentra en un periodo de regresion evolutiva. Sin embargo, este proceso de
regresion natural, que se ha producido de forma lenta y paulatina durante muchos miles de
afios, estd siendo acelerado de forma dramatica por la actuacion del hombre, y puede dar
lugar a la desaparicion definitiva de la especie en muchas regiones sino se adoptan medidas

eficaces de proteccion (Lopez, 2001).



En las actuales condiciones ambientales el tejo se encuentra en un periodo de declive
evolutivo. Las exigencias de humedad edéfica, la lentitud de su crecimiento, las bajas tasas de
germinacion de sus semillas y la existencia, en esta especie, de estrébilos masculinos y

estrobilos femeninos influyen negativamente en su capacidad de adaptacion (Lépez, 2001).

La floraciéon de los tejos se produce con regularidad pero no siempre esta asegurada la
formacion de semillas. Para que esto suceda es necesario que los &rboles masculinos estén lo
bastante cerca de arboles femeninos para que se pueda llevar a cabo la polinizacion,
producida por el viento. Como las poblaciones de tejo estan cada vez mas aisladas unas de
otras, y en muchos casos estdn representadas por uno o unos pocos individuos, la

reproduccion de la especie se ve muy dificultada (Lopez, 2001).

Por otra parte, el tejo mantiene un follaje denso y verde durante todo el afio lo que le
convierte en refugio y alimento invernal de numerosas especies animales. Aves, roedores y
pequefios carnivoros consumen sus frutos, y los rumiantes (ciervos, corzos, cabras, vacas)
ramonean las hojas que quedan a su alcance. Las pocas semillas de tejo que logran germinar
dan lugar a plantas que se desarrollan muy lentamente y son consumidas por los rumiantes
tanto domésticos como salvajes. Esto contribuye, también, a que la regeneracion natural del
tejo es sumamente escasa y a que no aparezcan nuevos arboles, capaces de garantizar la

persistencia de las poblaciones a largo plazo (Lopez, 2001).

2.6 Caracteristicas botanicas de Taxus globosa (Schlecht.)

El género Taxus se ubica en la division gimnospermas, phylum coniferas, orden taxales y
familia Taxaceae (Farjon, 1998). Florece de enero a marzo y fructifica de mayo a noviembre,
su regeneracion natural se basa en las semillas aunque produce rebrotes del tallo, lo que

puede ser un potencial de propagacion vegetativa importante. Al igual que otras especies de
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este género, es una planta venenosa en todas su partes excepto el arilo, el cual es atractivo, de

color rojo, y comestible para aves (Zavala, 2001).

El tejo es un &rbol que puede alcanzar un gran tamafio, una altura de hasta 20 m y un tronco
de hasta 1.5 m de diametro. Ademas de por su tamafio, el tejo destaca porque es muy
longevo: algunos ejemplares han superado los 1500 afios de vida y se consideran los arboles
mas antiguos de Europa. Las hojas del tejo son perennes, tienen entre 10 y 30 mm de longitud
y estan dispuestas en dos hileras opuestas, de color verde oscuro por la cara superior y
amarillenta por el envés. Su fruto es carnoso y de un color rojo vivo y brillante. Otra
particularidad interesante del tejo es que tanto las hojas, las ramas como la madera contienen
alcaloides muy toxicos, denominados en su conjunto taxinas o taxanos, que acttan sobre el
sistema nervioso central, paralizdndolo. De hecho en el tejo todo es venenoso salvo la
envoltura roja que rodea el fruto. La ingestion de tejo causa en un principio la aceleracién del
pulso cardiaco, y después éste se va volviendo mas lento e irregular hasta que finalmente se

produce la muerte por paralisis respiratoria (Centelles e Imperial, 2010).
2.7 Distribucion geografica

La distribucion del genero Taxus en Norteamérica y Eurasia es extensa, aunque raramente
abundante. Estos arboles se encuentran en ambientes generalmente himedos, en los bosques
templados en el hemisferio norte, pero también se encuentran en algunas areas subtropicales
y tropicales de Asia Sur-Oriental y de América Central. En el hemisferio meridional se
encuentran en Sumatra y las islas Célebes. El tejo inglés, T. baccata es nativo de Europa y
Africa del Norte. T. cuspidata o tejo japonés, es nativo del este de Asia (China, Japon, Corea
y partes de Rusia). El tejo himalayo, T. wallichiana crece del este de Afganistan al Tibet y a
China. En América del Norte y central, cuatro especies nativas de Taxus son reconocidas por

su localizacion geografica. El tejo del pacifico (tejo occidental), Taxus brevifolia, se
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distribuye extensamente en partes occidentales de Canada y de los Estados Unidos. El tejo
del pacifico crece desde Alaska hasta las montafias de Sierra Nevada en California,
especialmente en las cascadas Ranges de Washington y Oregon. En las montafias rocosas,
crece de la Columbia Britanica hasta Idaho y Montana. El tejo de la florida, T. floridana, es
endémico del norte de Florida. El tejo canadiense, T. canadensis, crece de Terranova a

Manitoba y del sur de lowa a Carolina del Norte (Figura 2).

Figura 2. Distribucion geografica mundial de las especies del género Taxus. Las especies
T. brevifolia, T. canadensis, T. floridana y T. globosa se encuentran en América, la especie
T. baccata en Europa y T. wallichiana, T. cuspidata y T. chinensis en Asia.

La especie es también conocida como granadillo, palmira, romerillo y tlatscal, fue descrita
por Schelectendal en 1938 pero practicamente no existen documentos sobre ello. De los
cuatro tejos nativos del hemisferio occidental, el menos conocido es el tejo mexicano, T.
globosa (Ramesh, 1998). Se le encuentra esporadicamente, en Nuevo Leon, Tamaulipas, San

Luis Potosi, Veracruz, Querétaro, Hidalgo, Oaxaca y Chiapas, hasta Guatemala, Honduras y
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El Salvador (Guerrero, 2000) (Figura 3). Se ha observado que existe una significativa
variacion en el contenido de taxanos de los arboles del género Taxus. Factores que influyen
en esta variacion son la localizacion geogréafica, medio ambiente y actividad agricola de las

localidades (Wheeler et al., 1992).

Figura 3. Distribuciéon de T. globosa en la Republica Mexicana. N.L.: Nuevo Leon, T.:
Tamaulipas, S.L.P.: San Luis Potosi, Q.: Querétaro, H.: Hidalgo, V.: Veracruz, O.: Oaxaca,
CH.: Chiapas.

Es una especie extremadamente rara en cultivo y esta incluida en el listado de especies
sujetas a proteccion especial por la SEMARNAT en México (NOM-ECOL-059-2001). Se le
encuentra en altitudes aproximadas de 1500 a 2700 m en asociacion con otras especies. Los
tejos crecen en areas humedas, y sombrias en donde la abundancia de mohos de agua
(especificamente, ficomicetos) podrian causar que las raices del arbol se pudriesen. El taxol

producido por los tejos inhibe el crecimiento y desarrollo de estos mohos, impidiendo que
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éstos pudran las raices del arbol (Strobel, 1993). Existen muy pocos estudios de T. globosa
que enfoquen su interés en el taxol. En unos cuantos casos se ha reportado el contenido de

taxol en poblaciones de T. globosa en México (Nicholson et al., 2003; Soto, 2000).

2.8 Generalidades del cultivo in vitro

A lo largo del tiempo las plantas han sido de gran importancia, debido a que representan una
fuente de alimentos y de compuestos medicinales. Las plantas son todavia la fuente principal
de una gran cantidad de compuestos quimicos, incluyendo farmacos, insecticidas,
saborizantes, colorantes, fragancias y proteinas. La mayoria de estos compuestos se obtienen
de plantas cultivadas en grandes extensiones de terreno, aunque el cultivo de células
vegetales es considerado como una alternativa para la produccién de dichos compuestos

(Dixon y Gonzales, 1994; Kieran et al., 1997).

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que permite el cultivo in vitro de
cualquier parte de una planta (tallo, hoja, raiz, meristemo) desde una células hasta un
organismo completo, bajo condiciones asépticas y controladas. Los cinco tipos de cultivos de
tejidos vegetales mas importantes son: cultivo de la planta completa, cultivo de embriones,
cultivo de 6rganos, cultivo de callos y cultivo de células en suspension (células aisladas o

pequerios agregados) (Sajc et al., 2000).

Las ventajas que presenta el cultivo de células vegetales con respecto al cultivo tradicional de

la planta completa son (Topete et al., 1991):

1. Independencia de las condiciones climaticas adversas y de los problemas de plagas.

2. Control del suministro del producto independiente de la disponibilidad de la planta.

3. Sistemas de produccion bajo condiciones controladas y optimizadas.
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4. Produccién mas consistente en cuanto a calidad y rendimiento del producto.

5. Es posible lograr mejores rendimientos con respecto a los obtenidos por el cultivo de

la planta completa.

6. Minimas necesidades de espacio para el desarrollo de la produccion.

7. Poblacién celular uniforme y facilidad de extraccion del producto.

Debido a lo anterior, el cultivo de estas células representa una alternativa biotecnoldgica tanto

para la produccion in vitro de metabolitos primarios como de metabolitos secundarios.

2.9 Reguladores de crecimiento vegetal

En el cultivo de células vegetales son fundamentales los reguladores del crecimiento vegetal
(RCV), los cuales son compuestos organicos, distintos de los nutrientes, que en pequefias
cantidades estimulan, inhiben o modifican cualquier proceso fisiologico en las plantas

(Hurtado y Merino, 1987).

Se reconocen 5 tipos béasicos de sistemas quimicos reguladores del crecimiento vegetal,

divididos en tres grupos principales (Hurtado y Merino, 1987):

a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberelinas.

b) Inhibidores del crecimiento: acido abscisico.

c) Promotor de la maduracién de los frutos y senescencia de las hojas: etileno.

Los RCV mas utilizados en los cultivos in vitro son las auxinas y las citocininas, pues son los
que regulan en gran medida los procesos de crecimiento y desarrollo organizado en los

cultivos de tejidos vegetales (Hurtado y Merino, 1987).
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Las auxinas (del griego auxein, crecer) son un grupo de compuestos, derivados del triptofano,
que controlan el crecimiento de las plantas. Se producen en las partes de las plantas en fase de
crecimiento activo, aunque las mas altas concentraciones se localizan en las regiones
meristematicas. Afectan el crecimiento del tallo, las hojas y las raices, asi como el desarrollo
de ramas laterales y frutos. Las auxinas influyen en el crecimiento de estos drganos vegetales
estimulando la elongacion o alargamiento de ciertas células e inhibiendo el crecimiento de
otras, en funcion de la cantidad de auxina en el tejido vegetal y su distribucion (Palme y

Galweiler, 1999).

Las citocininas son purinas sustituidas; son derivados de la adenina con un sustituyente, el
cual puede ser isoprenoide (citocininas isoprenoidicas) o aromatico (citocininas aromaticas),
en el nitrégeno aminico de la posicion 6. Las citocininas se sintetizan en los meristemos
apicales de las raices, aunque también se producen en los tejidos embrionarios y en los frutos.
En las plantas, promueven el crecimiento debido a que estimulan la division celular, lo cual

las hacen muy utiles para el cultivo in vitro de tejidos vegetales (Sylvester, 2000).

La mayoria de las auxinas y citocininas que se usan con mas frecuencia en el cultivo de
células vegetales son sintéticas. Los inhibidores del crecimiento y el etileno son poco
utilizados en el cultivo de tejidos vegetales. Las giberelinas se emplean en algunas especies
para obtener plantas libres de virus, sin embargo su adicién en el medio de cultivo no es

critica (Dixon y Gonzélez, 1994).

2.9.1 Cultivo de callos
Un callo es el crecimiento in vitro de una estructura vegetal amorfa, por lo general clorofilica,
que se forma a partir de un fragmento de tejido, colocado sobre un soporte sélido con un

medio de cultivo adecuado (Steward et al., 1964).
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El cultivo de callos se puede dividir en las siguientes etapas:

a) Induccién. Las células del in6culo inicial comienzan su crecimiento, tanto en nimero

como en tamafo.

b) Proliferacion celular. El tejido calloso aumenta su masa celular al maximo.

¢) Induccidn de la diferenciacion. Se obtienen meristemos, embriones, tejido vascular, a

partir de la masa celular del callo.

d) Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado.

La induccién constituye la activacién del metabolismo, caracterizdndose por un tamafio
constante de célula. La duracion de esta fase varia con el estado fisioldgico de las células del
explante, la presencia de fitoreguladores, y con las condiciones fisicas y ambientales
empleadas en el cultivo. La induccién de tejido calloso se produce cuando la proporcion de
auxinas es superior a la de citocininas. Las auxinas son las responsables de la aparicion de
este tipo de tejido, mientras que las citocininas sélo favorecen su proliferacion. En ciertas
especies la induccion de tejido calloso puede lograrse agregando Unicamente auxinas al

medio de cultivo (Pérez et al., 1999).

La desdiferenciacion y la division celular se definen por los cambios en el tamafio, estructura
y metabolismo de las células, siendo su proposito la formacién de la estructura vegetal
amorfa, es decir el callo mismo. El callo presenta un crecimiento exponencial de naturaleza
radial, con una duracion aproximada de 3 a 4 semanas antes de alcanzar la fase estacionaria.
Por otro lado, en el transcurso del proceso de desdiferenciacion, las células vegetales
conservan la capacidad de mantener activas todas sus funciones metabodlicas, de manera
indistinta al tejido de su procedencia, llamandose totipotencia a esta condicién (Steward et

al., 1964).
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Otras caracteristicas importantes, aunque no sean fases o etapas del cultivo in vitro, tienen
que ver con procesos de naturaleza selectiva, tal como la presencia de grupos celulares que
manifiestan variaciones genotipicas y/o fenotipicas, fenébmeno conocido como variacion
somaclonal. Otro asunto relevante que altera las condiciones del cultivo, son la muerte y
oxidacion de regiones de la estructura callosa, asi como la contaminacion por el crecimiento
y desarrollo de microorganismos (hongos y bacterias, principalmente). Debe mencionarse que
la induccion originada a partir de los diferentes tejidos vegetales del explante, permite
seleccionar al eventual cultivo celular que exprese in vitro, las caracteristicas deseadas que
deberan permanecer estables bajo condiciones nutricionales y ambientales dadas (Murashige,

1974).

2.9.2 Crecimiento de callos y suspensiones celulares

Los cultivos de callos son a menudo de crecimiento lento y heterogéneo debido
fundamentalmente a la disponibilidad vectorial de los nutrientes. Son masas celulares cuya
morfologia raramente provee caracteristicas que permitan la seleccion de lineas de interés
(Warren, 1992). Para evitar la falta de nutrientes, los callos deben ser subcultivados a medio
fresco en periodos cortos, variables segun la especie (30 a 45 dias). La tasa de crecimiento y
las caracteristicas de friabilidad dependen de las especies, del balance hormonal, de la

concentracion de agar, calcio y magnesio y de la intensidad luminosa (Gomez, 1998).

El mejor indculo para la iniciacion de suspensiones celulares es un callo friable, formado por
células indiferenciadas y con baja cohesividad entre ellas. Si se requiere utilizar otro tipo de
callos es necesario romper los agregados celulares por medios mecanicos o enzimaticos. Un
cultivo con camulos de diferentes tamafios manifiesta comportamientos erraticos debido

posiblemente a la diferencia de microambientes (Scragg, 1992).
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Aunque los cultivos de células en suspension son generalmente considerados semejantes a los

de los microorganismos, cada tipo de cultivo presenta particularidades (Cuadro 2).

Cuadro 2. Diferencias entre cultivos microbianos y suspensiones vegetales.

Caracteristica

Cultivos microbianos

Suspensiones vegetales

Tamafio celular
Agregados

Tiempo de duplicacién
Contenido de agua
Densidad del indculo
Consumo de oxigeno
Estabilidad

Produccion de espuma
Sensibilidad a la fuerza de
corte (agitacion)

Producto

1-2 x 2-10 pm
Generalmente no
< 2 horas
75-80%
Baja
Alto
Generalmente estable
Si
No, con excepcion de
los hongos filamentosos

A menudo extracelular

20-40 x 20-200 pm
Frecuentes
> 24 horas
90-95%

Alta (5-10%)
Bajo
Inestable
Si

Si

Comunmente intracelular

(vacuola)

Ertola et al., 1994.

2.9.3 Heterogeneidad y variacion somaclonal

Al iniciarse un cultivo se produce una division asincronica de los diferentes tipos celulares

que forman el explante y una seleccién debida a que las células difieren en su adaptacion a

las condiciones de cultivo. Esto determina una heterogeneidad inherente al cultivo de tejidos

vegetales, aunque es posible, despues de varias generaciones, obtener cultivos mas

homogéneos pero probablemente diferentes a los parentales (Llorente, 2000).
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El cultivo de tejidos indiferenciados puede presentar, ademas, un amplio espectro de
variaciones. Es asi que se han observado anormalidades cromosémicas como deleciones,
fusiones, cambios en la ploidia y variaciones en el nimero y tamarfio. Lee y Phillips (1988),
atribuyen estos reacomodamientos cromosomicos a una replicacion tardia de la
heterocromatina o a un desequilibrio en el pool de nucle6tidos como consecuencia de los

ciclos de transferencia desde medios de cultivo agotados a medios frescos.

2.9.4 Aplicaciones de los cultivos en suspension

Una suspension celular puede definirse, como un conjunto de células individuales y/o
agregados celulares de tamafio variable (1 a 2 mm, por lo general), que crecen y se
desarrollan en un medio liquido dentro del cual se hallan dispersas, y que se encuentran
incubadas a temperatura y agitacion constantes. En su elaboracién se emplean inicialmente

callos facilmente disgregables o friables (Constantin et al., 1982).

Durante su desarrollo, las células presentan las mismas fases de crecimiento obtenidas en el
cultivo de callos (fase de adaptacion o fase lag, crecimiento exponencial y fase estacionaria),
pero en un tiempo presuntamente mas corto, ya que los fendmenos de transferencia de masa
facilitados por una adecuada aireacion y agitacion, posibilitan una mayor velocidad de
crecimiento, al incrementarse la disponibilidad de gases y nutrientes (Lane, 1982).
Posteriormente, los cultivos en suspension son mantenidos bajo un régimen de Subcultivos,
preferentemente durante la etapa de crecimiento exponencial, empleando medios y
condiciones adecuadas, es posible el establecimiento y desarrollo de nuevas lineas celulares,
procesos que la técnica de crioconservacién de este tipo de material, por si misma, no puede
ofrecer. Por lo tanto, para los estudios de investigacion deben tenerse en cuenta el nimero de
resiembras, ya que al paso del tiempo las células tienden a envejecer y disminuir vitalidad
metabdlica (Street, 1977).
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Una condicién que resulta importante mantener, como en el caso de cultivo de callos, es el
control y, si es posible, la eliminacion definitiva de la contaminacion por microorganismos.
Por ultimo, para considerar establecida una suspension celular, deben especificarse por lo
menos los siguientes parametros: medio de cultivo, condiciones ambientales, el tamarfio del

inoculo (Quintero, 1981).

Los cultivos de suspensiones vegetales tienen un amplio rango de aplicaciones constituyendo
una técnica muy valiosa en los estudios sobre: 1) la regulacion del ciclo celular, 2) la
replicacion del ADN vy la sintesis de proteinas, 3) la transferencia de material genético, 4) la
absorcion y transporte de nutrientes, 5) los diferentes eventos metabolicos, 6) la produccion
de metabolitos de interés en las industrias alimenticias, de fragancias y farmacéuticas, 7) el
aislamiento y la seleccion de mutantes, 8) los procesos de diferenciacion y desarrollo de los

embriones resultantes de la embriogénesis somatica (Szabados et al., 1991).

El establecimiento de un cultivo de células en suspension puede lograrse directamente a partir
de un indculo, o bien transfiriendo un fragmento de callo al medio liquido, el cual se
mantiene en agitacion durante el periodo de cultivo (Morales, 2008). Después de la
inoculacién del tejido calloso en el medio liquido agitado, se inicia un periodo de
fragmentacion en pequefios agregados que producen células libres y nuevos grupos de
células. El crecimiento del cultivo suele presentar un comportamiento sigmoideo, mostrando

las fases caracteristicas del crecimiento de microorganismos (Zhao et al., 2001).

Una vez que se generan los callos o las células en suspensién, es conveniente obtener una
linea celular, esto es un conjunto de células con caracteristicas genéticas homogeéneas, que
produzcan de manera uniforme y constante los taxoides deseados, estas lineas pueden
obtenerse de diferentes formas. La méas sencilla consiste en observar y caracterizar los

cultivos in vitro de callos o células en suspension e ir clasificando los aspectos como color,
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tamafno celular y tasa de crecimiento. Una vez seleccionados los cultivos pueden
subcultivarse, continuando con la seleccion de las caracteristicas iniciales observadas e ir

eliminado las variaciones que se pudieran presentar (Zhao et al., 2001).

El desarrollo de lineas celulares ha sido resultado principalmente de la manipulacion de los
componentes del medio de cultivo y el tipo de explantes. Por ejemplo, 1) la sustitucion del
acido 2,4-diclorofenoxiacetico por una auxina mas débil como el acido a-naftalenacético o el
acido 3-indolacetico (Chang et al., 2006), 2) la sustitucion de la citocinina cinetina por 6-
bencilaminopurina (Zhao et al., 2001), 3) la modificacion en la relacién auxina/citocinina
(Hoekstra, 1993), 4) el aumento en la concentracion de nitrato y 5) la modificacion en la
concentracion de otros componentes del medio de cultivo como vitaminas o sacarosa (Zhao

etal., 2001).

2.9.5 Cultivo in vitro de callos de Taxus spp.

Durante la Gltima década, se han desarrollado protocolos béasicos para la induccion y
mantenimiento de callos para el cultivo de células de diferentes especies de tejo
(Goleniowski, et al., 2000). También se han investigado los factores que regulan la
biosintesis de taxol en cultivos in vitro, con el objeto de mejorar la produccién de taxol y su
liberacion al medio de cultivo (Laskaris, 2000). Se han reportado productividades de hasta
23.4 mg L™ dia™ tras la elicitacion de un cultivo con metil jasmonato (Ketchum et al., 1999)
y porcentajes de taxol de 13-20% en referencia al total de taxanos. Tales cifras de produccion
demuestran la capacidad biosintética impresionante de los cultivos celulares de Taxus. En la
actualidad la produccién comercial de taxol con células vegetales ha sido escalada en
biorreactores hasta de 75000 L (ESCAgenetic en CA, USA; Phyton en NY, USA; Samyang

Gebex en Taejon, Korea; y Phyton Biotech en Alemania; Zhong, 2002).
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2.9.6 Produccion de taxoides en cultivos in vitro de callos de Taxus spp.

Existe una gran variabilidad en las respuestas de crecimiento asi como en la produccion de

taxol en cultivos de callos derivados de genotipos diferentes (Brunakova et al., 2004).

En las Cuadros 3 y 4 se concentran las principales investigaciones antes y despues del afio

2000.

Cuadro 3. Antecedentes del cultivo in vitro y cuantificacion de taxoides en callos de
Taxus spp. (Antes del afio 2000).

Continente Especie Cuantificacion Referencia

Europeo T. baccata Taxol: 5.2 ug g = p.s. Cusido et al., 1999
Baccatina Ill: 4.4 ug g * p.s.

Americano  T. brevifolia ND -

Americano  T.canadensis ND -

Asiéatico T. chinensis Taxol en callo: 0.0026 % Fan et al., 1996
Taxol en células: 0.012 %

Asiatico T. wallichiana ND -

ND: No determinado.

Cuadro 4. Antecedentes del cultivo in vitro y cuantificacién de taxoides en callos de
Taxus spp. (Después del afio 2000).

Continente Especie Cuantificacion Referencia

Europeo T. baccata Taxol: 1.90-8.75 mg L™ Correa et al., 2006
Baccatina I11: 4.55-18.90 mg L™

Americano T. brevifolia ND -

Americano  T. canadensis ND -

Americano T. globosa Taxol: 0.0028 mg g™ p.s. Barrios et al., 2009
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Asiatico T. cuspidate ND -

ND: No determinado.

2.9.7 Fases del cultivo de células vegetales en suspension

Las células en suspension incrementan su biomasa debido a la division celular, y éstas van a
crecer hasta que se presente un factor limitante en el medio. Las células en el cultivo van a

presentar cinco etapas en un ciclo de crecimiento (Jimenez, 2005):

1. Fase lag o de adaptacion (las células se preparan para dividirse).

2. Fase exponencial (la velocidad de division celular es maxima).

3. Fase lineal (disminuye la velocidad de division celular pero se incrementa la
velocidad de expansion celular).

4. Fase de desaceleracion (disminuyen las velocidades de division y elongacion celular).

5. Fase estacionaria (el nimero y tamafio de las células permanece constante) (Jiménez,

2005).

Para estudiar la cinética de crecimiento celular del cultivo en suspension y determinar sus
parametros cinéticos se hace un seguimiento a través del tiempo del nimero de células, peso
fresco de las células y peso seco. Otras caracteristicas importantes que se estudian en un
cultivo de células en suspension son las referentes a los agregados, su tamafio, forma y

distribucion de tamarios (Jiménez, 2005).

2.9.8 Produccion de taxoides en cultivos in vitro de células de Taxus spp.

Los cultivos de células en suspension generalmente muestran considerable variabilidad en su
capacidad para producir metabolitos secundarios (Malik et al., 2011) debido a la variacion
genética o a la heterogeneidad asociada con las células. El paso preliminar en el

establecimiento de un cultivo celular a largo plazo se debe a la seleccion y clonacion de
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lineas celulares de rapido crecimiento capaces de producir taxol. En lineas celulares de T.
baccata crecidas en las mismas condiciones muestran variaciones diferentes para producir

taxol en cultivos en suspensién (Brunakova et al., 2004).

El Cuadro 5 incluye informacién de la tasa de produccion de taxol extracelular en cultivos de
células en suspension de Taxus spp. tanto en sistemas de matraces como en biorreactores; 10s
cuadros 6 y 7 incluyen las investigaciones principales del cultivo in vitro en células antes del
afio 2000 y después del afio 2000.

Cuadro 5. Tasa de produccion de taxol extracelular en cultivos celulares de Taxus spp.
(Modificado de Frense, 2007).

Linea celular en Tasa de produccion Referencia
matraces 11
(mgL™d7)
T. baccata 1.02 Khosroushahi et al., 2006
T. canadensis 1.68 Kim et al., 2006
T. chinensis 2.24 Kim et al., 2001
T. mairei 4.76 Mulabagal y Tsay 2004
T. cuspidata 5.32 Nguyen et al., 2001

Cuadro 6. Antecedentes del cultivo in vitro y cuantificacion de taxoides en células de T.
spp. (Antes del afio 2000).

Continente Especie Cuantificacion Autores

Europeo T. baccata Taxol: 1.65 mg L™ Jong et al., 1998
10 DAB III: 1.35 mg L™

Americano  T. canadensis 117 mg L™" (en 12 dias)  Ketchum et al., 1999

Americano  T.canadensis 3.0 mg L™ (en 35 dias) Phisalaphong et al., 1999
Asiético T. cuspidata Taxol: 0.3-0.4 mg L™ Seki et al., 1997
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Asiatico T. wallichiana  0.018% de taxol Jha et al., 1998

Asiatico T. yunnanensis ND ND

Cuadro 7. Antecedentes del cultivo in vitro y cuantificacién de taxoides en células de T.
spp. (Después del afio 2000).

Continente Especie Cuantificacion Autores

Europeo T. baccata Taxol: 7mg L™ Cusido et al., 2007
Baccatina I1l: 1.5 mg L™
Americano  T. brevifolia ND -

Americano  T. canadensis  Taxol: Minuto cero: 2.0 mg Roberts et al., 2003
L-l

min 60: 6.1 mg L™

2.10 Generalidades del cancer

El cancer no es una sola enfermedad, sino el nombre aplicado a una gran variedad de tumores
malignos que se forman por crecimiento descontrolado de las células. Todos los 6rganos del
cuerpo estan formados de células. Normalmente las células se dividen para formar nuevas
células solo cuando el cuerpo lo necesita. Si las células se dividen cuando no se necesita su
proliferacion, se genera una masa denominada neoplasia o tumor. Los tumores pueden ser
benignos (no cancerigenos) o malignos (cancerigenos). Las células de los tumores malignos
pueden invadir y dafiar 6rganos y tejidos vecinos. Algunas células cancerigenas pueden salir
del tumor maligno y viajar por el torrente sanguineo formando nuevos tumores en otras partes

del cuerpo, a esto se le conoce como metéstasis (American Cancer Society, 2013).

El crecimiento del tumor es autonomo, crecientemente maligno, y si no se trata,
invariablemente mortal. El diagnostico y tratamiento precoces son vitales, y la identificacion
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de personas con riesgo incrementado de cancer antes del desarrollo de la enfermedad,
constituye un objetivo importante de la investigacion en esta area (Thompson et al., 1996).
En muchos casos, las causas del cancer no son claras, ya que hay factores externos e internos
implicados. Factores como el fumar, la dieta, mutaciones genéticas, exposicion a rayos
ultravioleta (UV) y exposicion a quimicos carcinogénicos pueden causar cancer (American

Cancer Society, 2013).

2.10.1 Tratamiento para el cancer

La cirugia es el tratamiento para cancer mas antiguo y ain el mas comdn. La radioterapia, el
uso de la radiacion ionizante (rayos X), se usa para mas de la mitad de los casos de cancer.
Como la cirugia, esta es un tratamiento local, pues afecta solo el crecimiento y propagacion
de las células dentro del area del tratamiento. La quimioterapia es el uso de farmacos en el
tratamiento. La quimioterapia es el uso de farmacos en el tratamiento del cancer (American

Cancer Society, 2013).

A diferencia de la cirugia y de la radioterapia, la quimioterapia es sistémica, es decir, actla en
todo el cuerpo. Un solo farmaco o la combinacién de farmacos pueden ser usados. Existen
otras opciones para el tratamiento del cancer, sin embargo, las sefialadas anteriormente son
las mas utilizadas actualmente. EI miembro mas importante de los agentes naturales
utilizados para el tratamiento del cancer es el paclitaxel (taxol®), (American Cancer Society,

2013).

2.10.2 Taxol y taxotere

Dos nuevos medicamentos han sido introducidos recientemente en el &mbito oncolégico y
han dado un nuevo impulso al tratamiento de las neoplasias malignas. Antes que éstos ya
existian otros medicamentos que actuaban a nivel del sistema microtibulos-tubulina, como

los alcaloides de la vinca, solo que a diferencia de ellos, estos ultimos compuestos se unen a
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sitios especificos sobre la tubulina y previenen la polimerizacion de la misma dentro de los
microtubulos; los taxanos promueven el ensamblaje de la formacion de microtubulos y los
estabilizan al prevenir la despolimerizacion; asi, se forman microtibulos estables no
funcionales. Sin embargo, los dos medicamentos catalogados dentro de este grupo son
basicamente el paclitaxel y el docetaxel, los cuales tienen sus diferencias en cuanto al
mecanismo de accion, resistencia a la droga y naturaleza. El primero es de origen vegetal y el

segundo es semisintético (Uriarte y Trejo, 2003).

2.10.3 Farmacocinética del taxol

El taxol es un éster alcaloideo derivado del tejo occidental Taxus brevifolia. Los taxanos se
unen preferencialmente a los microtibulos méas que a los dimeros de tubulina, con una unién
constante de aproximadamente un pumol; mas especificamente, el paclitaxel se une al N-
terminal del aminoécido 31 de la subunidad beta de tubulina (Velasco et al., 1993). El higado
es el principal 6rgano que metaboliza el paclitaxel y lo excreta en la bilis, tanto en forma de
la droga natural como de sus metabolitos (Cuadro 8). Se elimina en 98% en las heces en seis
dias. Los metabolitos predominantes son productos de hidrolizado de la estructura quimica

original, y el mayor de ellos es el 6-a-hidroxipaclitaxel (Velasco et al., 1993).

Cuadro 8. Generalidades del paclitaxel.

Indicaciones  Mecanismo de Interacciones Efectos Contraindicaciones
principales accion colaterales y y advertencias
precauciones
Cancer de Agente que Con cisplatino  Mielosupresion*.  Ninguna.
mama, promueve la aumenta la )
pulmon, polimerizacion de  mielosupresion. Alopecia.
ovario, la tubulina. Puede Necrosis tisular
cabezay ] aumentar la
cuello. Previenela — yjda media por iy
despolimerizacion  .,ando se extravasacion.
de los bl administra Mucositis, ndusea
microtubulos. junto con y Vomito,
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ketoconazol. Hipersensibilidad.

(Velasco et al., 1993). *Mielosupresion: reduccion en la capacidad de la medula 6sea para

producir células sanguineas.

2.10.4 Dosis del taxol

Aunque las dosis también han variado segun los diferentes autores que han usado el farmaco
en distintos tipos de cancer y con diferentes combinaciones de medicamentos, siempre han
oscilado entre 135 mg/m? hasta 250 mg/m?, pero probablemente el estandar sea de 135 a 175
mg/m? cuando se usa combinado y un poco mayor cuando se emplea como monodroga
(Velasco et al., 1993). Tiene utilidad en tumores como cancer de ovario; incluso, junto con el
cisplatino o su derivado carboplatino se considera la mejor combinacion en este
padecimiento, otra indicacion es en cancer de mama, ya sea de primera linea o de rescate; en
cancer de pulmon al parecer también tiene un papel, pero hasta el momento no ha modificado
sustancialmente los resultados que cuando se utilizan otras drogas como el otro taxano

docetaxel o el alcaloide de la vinca, vinorelbine (Velasco et al., 1993).

2.10.5 Estadisticas del cancer en México

Las principales causas de muerte y enfermedades humanas se deben principalmente a la
formacion de procesos tumorales. Por ejemplo, en el afio 2002 se estim6 que habia 10.9
millones de nuevos casos de cancer, 6.7 millones de muertes, y 24.6 millones de personas

viviendo con esta enfermedad alrededor del mundo (Jemal et al., 2010).

Aunque el tratamiento mas eficaz contra el cancer sigue siendo la cirugia, la quimioterapia
antineoplasica o citotdxica es imprescindible para el tratamiento de muchos pacientes. Los
farmacos quimioterapéuticos actian fundamentalmente inhibiendo el ciclo de division
celular. El “Development Therapeutic Program del National Cancer Institute” los clasifica

como: agentes alquilantes, antimitéticos, inhibidores del enzima topoisomerasa |1 y Il o
29



antimetabolitos de los acidos nucleicos. El taxol (nombre comercial) o paclitaxel (nombre
generico) fue aprobado para el tratamiento de tumores sélidos como el cancer de ovario y
seno por la US Food and Drug Administration Office, el taxotere (nombre comercial) o
docetaxel (nombre genérico) es también usado como farmaco anticancer que ha demostrado
actividad antitumoral clinica en pacientes con cancer de pulmon, cabeza y cuello y en la

leucemia (American Cancer Society, 2013).

El incremento del entendimiento de los procesos que toman lugar en las células tumorales asi
como en el avance de los estudios sobre las interrelaciones entre los farmacos anticancer y los
procesos tumorales, es respaldado por una abundante oferta de taxol y taxoides relacionados
(American Cancer Society, 2013), esto puede constituir un gran paso adelante en la lucha

contra los diversos tipos de cancer (Figura 4).
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Figura 4. Uso médico actual del taxol en células cancerosas de: a) pulmoén, b) seno, c)
ovario, d) sarcoma de Kaposi de ganglio linfatico. Fuente: National Geographic.

La mortalidad mundial del cancer es superior a la del SIDA, la tuberculosis y el paludismo
juntos. Se espera que el diagnostico y tratamiento del conjunto de las mas de 200
enfermedades que se engloban bajo el término cancer experimentara una auténtica revolucion

a lo largo de la proxima década (American Cancer Society, 2013).

La Direccion general de informacién en salud de la Secretaria de Salud de México elabor6 a
partir de la base de datos de defunciones de 2008 INEGI/SS las principales causas de
mortalidad general a nivel nacional (Cuadro 9), principales causas de mortalidad en mujeres

(Cuadro 10) y de hombres (Cuadro 11).

Cuadro 9. Principales causas de mortalidad general en 2008 en México.

Orden  Descripcion Defunciones %
Total 538.288 100.00
1 Diabetes mellitus 75.572 111
2 Enfermedades isquémicas del corazon 59.579 10.4
3 Enfermedad cerebrovascular 30.212 7.0
4 Cirrosis y otras enfermedades crénicas del higado 28.422 4.6
5 Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 20.565 3.9
6 Accidentes de vehiculo de motor 16.882 3.7
7 Enfermedades hipertensivas 15.694 2,9
8 Infecciones respiratorias agudas bajas 15.096 2.6
9 Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 14.767 2.6
10 Agresiones (homicidios) 13.900 2.1
11 Nefritis y nefrosis 12.592 1.8
12 Desnutricion calorica proteica 8.310 1.7
13 Tumor maligno de traquea, bronquios y pulmén 6.697 1.5
14 Tumor maligno del estbmago 5.509 1.1
15 VIH/SIDA 5.183 1.1
16 Tumor maligno de la préstata 5.148 0.9
17 Tumor maligno del higado 5.037 0.8
18 Tumor maligno de la mama 4.840 0.8
19 Lesiones autoinflingidas intencionalmente 4.668 0.8
(homicidios)
20 Tumor maligno del cuello del utero 4.031 0.8
Causas mal definidas 10.514 2.2
Las demas 175.070 31.7

Los totales no incluyen defunciones de residentes en el extranjero
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Secretaria de Salud/Direccion general de informacion en salud. Elaborado a partir de la
base de datos de defunciones 1979-2008 INEGI/SS y de las Proyecciones de Poblacién de
México 2005-2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.

Cuadro 10. Principales causas de mortalidad en mujeres en 2008 en México.

Orden  Descripcion Defunciones %
Total 238.150 100.00
1 Diabetes mellitus 39.913 16.8
2 Enfermedades isquémicas del corazon 25.943 10.9
3 Enfermedad cerebrovascular 15.840 6.7
4 Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 8.988 3.8
5 Enfermedades hipertensivas 8.898 3.7
6 Infecciones respiratorias agudas bajas 7.020 2.9
7 Cirrosis y otras enfermedades crdnicas del higado 6.969 2.9
8 Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal  6.285 2.6
9 Nefritis y nefrosis 5.810 2.4
10 Tumor maligno de la mama 4.818 2.0
11 Desnutricion caldrica proteica 4.238 1.8
12 Tumor maligno del cuello del Gtero 4.031 1.7
13 Accidentes de trafico de vehiculo de motor 3.531 1.5
14 Tumor maligno del higado 2.718 1.1
15 Tumor maligno del estomago 2.554 1.1
16 Tumor maligno de traquea, bronquios y pulmén  2.255 0.9
17 Tumor maligno del colon y recto 1.953 0.8
18 Anemia 1.926 0.8
19 Tumor maligno del pancreas 1.895 0.8
20 Enfermedades infecciones intestinales 1.835 0.8
Causas mal definidas 5.179 2.2
Las demas 75.551 31.7

No se incluyen defunciones de residentes en el extranjero

Secretaria de Salud/Direccion general de informacion en salud. Elaborado a partir de la
base de datos de defunciones 1979-2008 INEGI/SS y de las Proyecciones de Poblacion
de México 2005-2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.

Cuadro 11. Principales causas de mortalidad en hombres en 2008 en México.

Orden  Descripcion Defunciones %
Total 299.968 100.00

1 Diabetes mellitus 33.265 111

2 Enfermedades isquémicas del corazon 31.318 10.4

3 Cirrosis y otras enfermedades cronicas del higado.  20.922 7.0

4 Enfermedad cerebrovascular 13.894 4.6

5 Accidentes de trafico de vehiculo de motor 11.830 3.9

6 Agresiones (homicidios) 11.119 3.7

7 Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 8.606 2.9

8 Ciertas afecciones originadas en el periodo 7.808 2.6
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perinatal

9 Infecciones respiratorias agudas bajas 7.727 2.6
10 Enfermedades hipertensivas 6.353 2.1
11 Nefritis y nefrosis 6.223 1.8
12 Tumor maligno de la préstata 4.959 1.7
13 Tumor maligno de traquea, bronquios y 4.414 1.5
pulmén
14 VIH/SIDA 4.199 11
15 Desnutricion calorica proteica 4.165 1.1
16 Lesiones autoinflingidas intencionalmente 3.614 0.9
(suicidios)
17 Tumor maligno del estomago 2.857 0.8
18 Uso de alcohol 2.726 0.8
19 Tumor maligno del higado 2.248 0.8
20 Ahogamiento y sumersién accidentales 2.150 0.8
Causas mal definidas 5.310 2.2
Las demas 104.261 31.7

No se incluyen defunciones de residentes en el extranjero

Secretaria de Salud/Direccion general de informacion en salud. Elaborado a partir de la
base de datos de defunciones 1979-2008 INEGI/SS y de las Proyecciones de Poblacion
de México 2005-2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.

2.11 Antecedentes historicos del taxol

El paclitaxel, también conocido como taxol®, se descubrié dentro de un extenso proyecto del
“National Cancer Institute” (USA) iniciado en 1960 bajo la direccién del Dr. Jonathan L.
Hertwell, en el que se analizaron los componentes antitumorales de cientos de extractos de

origen vegetal (Cragg, 1998; Ramesh, 1998).

El taxol se aisl6 por primera vez en 1967 a partir de la corteza de Taxus brevifolia. Sin
embargo, fue en 1971 cuando se report6 su estructura, elucidada mediante una combinacion
de técnicas de RMN vy de cristalografia de rayos X, y la actividad citotdxica in vitro del

compuesto frente a una variedad de tumores (Wani et al., 1971).

Es importante definir los acontecimientos importantes en el descubrimiento del taxol, desde
el aislamiento de un compuesto quimico denominado taxina en 1856, hasta las prioridades de

obtener una mayor cantidad del producto para los pacientes con cancer (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Pasos principales del descubrimiento y el desarrollo del taxol como un

farmaco anticancer.

Afo Evento Referencia
1856 Aislamiento de la taxina de T. baccata Lucas, 1856
1956 La taxina es una compleja mezcla de alcaloides  Lucas, 1856
1964 El extracto de T. brevifolia es toxico para Songy Dumais, 1991
células de leucemia de murino.
1969 El paclitaxel es obtenido en forma pura Song y Dumais, 1991
1971 Elucidacién estructural del taxol. El taxol se Wanietal., 1971
encuentra en bajas concentraciones en la planta
y se relaciona con una estructura de diterpeno
compleja e insoluble en agua.
1979 Descubrimiento del mecanismo de accion Schiff et al., 1979
(interaccion con el complejo de
tubulina/microtdbulo)
1983 Ensayos clinicos Cragg et al., 1993
1989 Publicacion de los resultados de los ensayos McGuire et al., 1989,
clinicos Colmes et al., 1991
Actualidad: La prioridad es generar programas de investigacion que puedan resolver el

problema de la disponibilidad del producto.

La formula molecular del taxol es C47HsiNO14 y su peso molecular es de 853.9 g mol™* (Malik
et al., 2011). En 1999, las ventas a nivel mundial de taxol, producido por Bristol-Myers
Squibb (BMS) alcanzaron $1.5 billones de dolares. Aunque esta compafiia reportdé una
disminucion del 24% de ventas de taxol, de 422 millones de dolares en 2006 a $385 millones
en 2007 (Malik et al., 2011), esta reduccion se debe primariamente a que la patente expird y

se origind un incremento de competicion de genéricos en Europa asi como la entrada de

genéricos en Japon durante el tercer trimestre de 2006 (Malik et al., 2011).
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2.11.1 Caracteristicas quimicas del taxol

La estructura del taxol (C4sH49014N) se muestra en la Figura 5. El taxol (C4sH19014N) (Figura
5) es un diterpeno complejo con un nucleo taxanico de 20 carbonos derivado del
geranilgeranilpirofosfato. Aunque el taxol muestra algunas similitudes estructurales con otros
alcaloides naturales su nucleo taxanico es unico (Barrales y Soto, 2011). El taxol difiere de
los otros taxanos en dos aspectos: 1) posee un nucleo taxanico esterificado en la posicion del
C-13 con una cadena lateral de fenilisoserina en el C13 de su molécula, la que es altamente

flexible, y puede adquirir conformaciones alternativas dependiendo del medio (Figura 6).

Figura 5. Estructura quimica del taxol. (ChemDraw, 2011).

\

:

-

.
o
«*

35



Figura 6. Conformacién polar (izquierda), conformacién apolar (centro), y
conformacion en forma de T (derecha) de la molécula del taxol (Lakdawala et al., 2001).

2) tiene un cuarto anillo en forma de anillo de “oxetano” que une los C de las posiciones 4 y
5. Estas dos cualidades son necesarias para su actividad biologica. ElI ndcleo taxanico
consiste en cuatro anillos, el A (sistemas de 6 carbonos), el B (sistema de 8 carbonos), el C

(sistemas de 6 carbonos) y el D (anillo de oxetano) (Figura 7), (Barrales y Soto, 2011).

OH
AcO O 19

Figura 7. Estructura quimica de la molécula del taxol (paclitaxel). C47H51NO14 P.M.:
853.90 (Expositd et al., 2009).

La cefalomanina se conoce también con el nombre de taxol B, es un andlogo del taxol y
también se encuentra en los extractos del arbol del tejo (Mroczek et al., 2000). La
cefalomanina difiere del taxol sélo en la porcion de la amida; el sustituyente en la posicion
C3" es tigloilamida en lugar de benzamida. Debido a la similaridad estructural, la
cefalomanina muestra actividad antitumoral comparable con el taxol hacia varias lineas
celulares diferentes (Shi et al., 2001). Este es especialmente efectivo contra la leucemia y
ciertas células tumorales neuronales (Helson and Ainsworth, 1997). A pesar de su promisoria
actividad antitumoral, se sabe relativamente poco acerca del metabolismo de la cefalomanina

(Mroczek et al., 2000).
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El paclitaxel tiene una estructura quimica muy compleja en la que destaca un esqueleto
hidrocarbonado formado por tres ciclos de 6, 8 y 6 carbonos polisustituido con 4 metilos y
ocho funciones oxigenadas (entre ellas, una de B-fenilisoserina que esterifica la posicion C-
13). La molécula posee un total de 11 estereocentros. El taxol comercialmente disponible es
un polvo blanco, incoloro, amorfo, higroscopico con una pureza de 98% (por HPLC) con un
peso molecular de 853.9. El taxol es practicamente insoluble en agua y tiene un maximo de
absorcion UV a 227 nm. La determinacion de su estructura en 1971 a partir del analisis
mediante difraccion por rayos X fue todo un reto para los cientificos de la época; asi como lo

fue también posteriormente su sintesis total publicada en 1994 (Centelles e Imperial, 2010).

2.11.2 Fuentes de taxol

Originalmente el taxol fue aislado de la corteza de Taxus brevifolia (tejo del pacifico). Taxus
brevifolia es un arbol, de 6 a 12 m de altura, 30 a 40 cm de diametro y vida de 250 a 350
afios. La corteza es delgada (mide cerca de 3 mm), asi, de un arbol de 100 afios se pueden
obtener en promedio 3 kg de corteza, de la que es posible aislar 300 a 450 mg de taxol. El
descortezamiento mata a la planta (Appendino, 1993). Debido a que el tratamiento de un solo
paciente con céancer requiere al menos 3 g de taxol (Rohr, 1997), se han buscado nuevas
alternativas para la produccién, ya que de otro modo la gran demanda del farmaco acabaria

con la especie en poco tiempo.

2.11.3 Actividad bioldgica del taxol

El mecanismo de accion fue estudiado por Schiff et al. (1979), descubriendo un mecanismo
unico entre los componentes antitumorales conocidos hasta entonces. Esto ocasiond un mayor
interés por el compuesto y se iniciaron estudios preclinicos en animales que confirmaron la
actividad del taxol contra una gran variedad de tumores. El taxol entro en ensayos clinicos de
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la fase | en 1984, y ensayos de la fase Il en 1985. Estos ensayos fueron limitados por el
suministro del medicamento, sin embargo, se mostro la primera evidencia clara de actividad
con respuestas clinicamente relevantes en el cancer ovarico (McGuire, 1989) y en el cancer
de mama (Holmes, 1991). Después de ser aprobado para el tratamiento de cancer de ovario
por la FDA de Estados Unidos en diciembre de 1992, ha sido aprobado en varios paises para
el tratamiento de canceres de pecho, cervical, endometrio, pulmon, vejiga, cabeza, cuello,
sarcoma de Kaposi y leucemia (Skeel, 1999; Arbuck, 1995). EI NCI (National Cancer
Institute) selecciond a la compafiia farmacéutica Bristol-Myers Squibb para el desarrollo,

produccion y distribucion del medicamento.

El paclitaxel, debido a su actividad bioldgica, se clasifica dentro del grupo de los
denominados farmacos antimitéticos. Los microtibulos poseen dos extremos. En uno de
ellos, identificado con un signo matematico (-), es donde se inicia la nucleacion y en el otro
(+) el microtabulo va creciendo. Una vez iniciado el crecimiento del microttbulo, éste adopta
un aspecto cilindrico, de unos 25 nm de didmetro, con 13 protofilamentos que forman el
circulo del microtubulo. Los microtibulos son estructuras dinamicas, lo que significa que se
pueden alargar afadiéndose mas heterodimeros (tubulina-GTP) en el extremo (+); pero
también pueden acortarse (si el GTP se hidroliza) y liberarse heterodimeros (tubulina-GTP)
en el extremo (+); pero también pueden acortarse (si el GTP se hidroliza) y liberarse
heterodimeros (tubulina-GDP) del extremo (-). Durante la interfase, los microtubulos forman
una red desde el centro por todo el citoplasma, pero al comenzar la mitosis, los microtabulos

se disgregan para poder formar el huso mitético (Centelles e Imperial, 2010).

Los microfilamentos se encuentran en un estado poco habitual de rapido ensamblaje y
desensamblaje, lo cual explica la extrema sensibilidad del huso a distintos compuestos que se
unen a la tubulina. Los farmacos anticancerigenos responsables de afectar la dinamica de los
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microtubulos o de unirse a tubulina son los denominados farmacos antimitoticos, pues alteran
el buen funcionamiento del huso mitotico. Entre estos antimitoticos destacan los farmacos
responsables de inhibir el ensamblaje del microtdbulo (familias de la colchicina y la
vinblastina) y los responsables de promover la unién y estabilizar el microtubulo (familia del
paclitaxel). EI modo de accion del paclitaxel evita la formacion del huso mitotico, pero en
este caso provocando la formacion de un polimero demasiado largo (Figura 8). El paclitaxel
se une a la B-tubulina, y con ello favorece la formacion de largos polimeros, incluso en

presencia de GDP, que no podran acortarse (Centelles e Imperial).

[3-tubulin
paclitaxel
. tr-helix GIP
/
o-tubulin

[i-sheet

Figura 8. Imagen de la estructura del heterodimero de tubulina de protofilamentos de
cerebro bovino (izquierda) determinado por cristalografia de electrones y un modelo
metalico (derecha) muestra el paclitaxel y el GDP unido a 3-tubulina, y GTP unido a a-
tubulina se utilizaron en este modelo. Fuente: Las coordenadas se obtuvieron del banco
de datos de proteinas Brookhaven (PDB cddigo de identificacion: 1]JFF).
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El microtdbulo estabilizado con paclitaxel posee 12 protofilamentos (en lugar de los 13
protofilamentos normales) y un diametro inferior al normal (de 22 nm). La estabilizacion de
los microttbulos provoca la pérdida de funcién del huso, la consiguiente parada del ciclo
celular en la transicion metafase/anafase y, finalmente, la muerte celular (Sparano et al.,
2008) (Figura 9).

FORMACION DEL INICIACION POLIMERIZACION, ELONGACION
HETERODDIMERO

MAPs, Mg* /
GTP ”
L Polimerizacion
a-tubulina 4 normal

“. : Ca*,0°C  Contro protofilamento
—— de nucleacion

= el S
Polimerizacién

'“ favorecida por taxol
- 2 .
Heterodimero b 9 P 456 73910
(aB) at it '
L S 4
taxol "
8

Microtibulos estabilizados
12 protofilamentos
22 nm didmetro

B-tubulina

Figura 9. Mecanismo de polimerizaciéon de los microtibulos. En la parte inferior del
esquema se observa la modificacion de los microtibulos en presencia del taxol.
(Centelles e Imperial, 2010).

2.11.4 Biosintesis de los taxoides

Muchos avances se han hecho en referencia a la identificacion de los genes responsables de la
biosintesis del paclitaxel, siendo un proceso que requiere conocer principalmente las
reacciones enzimaticas que involucran la construccién del esqueleto tetraciclico y la adicidn

de varios oxigenos y grupos funcionales acilo. Existe una gran variacion en el contenido de
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taxoides, debiéndose principalmente a las diferentes especies y cultivares. El paclitaxel es un
compuesto de naturaleza isoprenoide. Los isoprenoides constituyen una familia compleja de
compuestos (mas de 35000 identificados hasta el momento) que presentan una gran variedad
de estructuras y funciones). No obstante, a pesar de su gran diversidad, todos los isoprenoides
derivan de dos precursores estructurales comunes de cinco atomos de carbono, el isopentenil

difosfato y su isomero, el dimetilalildifosfato (Azcon-Bieto y Taldon, 2008).

El esqueleto central de la molécula de paclitaxel es un anillo de taxano de naturaleza
isoprenoide y deriva del geranilgeranil difosfato (GGPP), el precursor comdn de los
isoprenoides de 20 atomos de carbono (diterpenos), entre los que se encuentran compuestos
tales como los carotenoides, la cadena de fitol de las clorofilas o las giberelinas, que
participan en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Sin embargo, todos ellos se forman a
partir de los mismos precursores, isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP)

(Azcon-Bieto y Taldn, 2008).

En muchos organismos vegetales existe una dicotomia respecto a la biosintesis de los
precursores de los terpenoides. En el citosol, la clasica ruta del mevalonato produce IPP de
acetil coenzima A para la biosintesis de los esteroles, triterpenos y ciertos sesquiterpenos. Los
plastidios son el sitio de la ruta alternativa del no-mevalonato que produce IPP y DMAPP de
piruvato y gliceraldehido-3-fosfato comenzando con los isoprenoides plastidicos:
monoterpenos, diterpenos (derivados de cuatro moléculas de isopreno) y tetraterpenos

(Azcon-Bieto y Taldn, 2008).

Los taxoides constituyen un grupo de compuestos diterpénicos caracterizados por la
presencia de un esqueleto de taxano (Figura 10). El anillo de oxetano es principalmente

encontrado en las especies de Taxus spp. La formacion del anillo de oxetano en la biosintesis
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del taxol involucra 2 enzimas: A) CitP450 C4-C20 epoxidasa y B) isomerasa (oxomutasa)

(Figura 11), (Exposito et al., 2009).

Figura 10. Estructura quimica del anillo de taxano (Exposito et al., 2009).

4 5;.0 A -5 B .
| N 3
0 CH

CH;
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Sa-acetoxi-4,20-eno Sa-acetoxi-4p,20-epdxido )\
CH;

0

da-acetoxi-4p,5p-oxetano

Figura 11. Formacion del anillo de oxetano en la biosintesis del taxol (Expositd et al.,
2009).

Hasta el presente, la estructura quimica de mas de cien taxoides es conocida, se empezaron a
clasificar de acuerdo a la oxigenacion del Cy y a la presencia o no de cadenas laterales. Los
taxoides mas importantes sin la cadena lateral Ci3 son baccatina Il y sus compuestos
derivados, mientras que los principales taxoides con la cadena lateral C;3 son el taxol,

cefalomanina y sus compuestos relacionados (Figura 12), (Exposito et al., 2009).
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Taxol: Rj=Ac, Ry=A
Cefalomanina: R;=H. R,=H
10-diacetil baccatina: Ry=H. Ry=B

Figura 12. Estructura general de los taxoides investigados en este trabajo, paclitaxel es
el nombre genérico del taxol, el cual ha sido registrado como una marca de Bristol-

Myers Squibb. Ac, grupo acetilo, Ph, grupo fenilo (Exposité et al., 2009).

El primer paso en la biosintesis de taxol es la ciclizacion de geranilgeranil difosfato (GGPP),
el cual comienza con la formacion de taxa-(4,5), (11,12)-dieno, el primer compuesto en la
ruta biosintética del taxol que presenta el esqueleto de taxoide (Figura 13), (Exposité et al.,

2009).

43



Geranilgeranil difosfato Taxa-4(20),11(12)-dieno-5a-ol Taxa-4(20),11(12)-dieno-5c-il acetato

Intermediario 2- 10-diacetil baccatina lll Baccatinalll
dibenzoiltaxano R=H y/o acilo

Taxol:
R'[ = Ac

R; = N-Bz| fenilisoserinil

Figura 13. Esquema de la ruta de biosintesis de los taxoides en Taxus spp. La ciclizacion
de geranilgeranil difosfato a taxadieno por la enzima taxadieno sintasa y la
hidroxilacién a taxadien-5a-ol por la enzima taxadieno 5a-hidroxilasa (a), la acetilacion
de taxadien-5a-ol por la enzima taxa-4(20), 11 (12)-dien-5a-ol O-acetiltransferasa
(TAT) (b), la conversion de 2-debenzoil “tipo-taxoide” intermediario a 10-deacetyl
baccatina III por una enzima taxano 2a-0O-benzoyltranferasa (TBT) (c), la conversién de
10-deacetilbaccatina III a baccatina III por la enzima 10-deacetilbaccatina III 10-0-
acetiltransferasa (DBAT) (d), y el accesorio de la cadena lateral para baccatina IIl para
formar taxol (e). La flecha discontinua indica que estan por definirse estos pasos
(Modificado de Heinig y Jennewein, 2009).

Esta reaccion es catalizada por la enzima taxadieno sintasa (TS), una enzima formada por una
proteina monomeérica de 79 kDa con propiedades similares a otras ciclasas de terpenoides. La
enzima fue purificada y caracterizada por Hezari, Lewis y Croteau y los genes que codifican
para la TS fueron identificados y clonados por Wildung y Croteau. El producto de la reaccién

es la hidroxilacion de la posicion del C5 por la enzima Cit P450 taxadieno-5a-hidroxilasa

(T5aH) para formar taxa-4(20),11(12)-dien-5a-0l. Esta enzima, aparte de su actividad de
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hidroxilacion, tiene condiciones de migracion del doble enlace de 4(5) a 4(20). Estos dos
pasos metabolicos, ciclizacion e hidroxilacion, son bajos, pero ellos no se observan, por ser

limitantes en la velocidad en la biosintesis del taxol (Exposit6 et al., 2009).

El proximo paso en la ruta de biosintesis que comienza a formar el taxol es catalizado por una
enzima especifica: taxadieno-5a-ol-O-acetil transferasa (TDAT) que acila taxa-4(20),11(12)-
dien-50-0l a la posicion del C5 para formar taxa-4(20), 11(12)-dien-5a-yl-acetato (Walker et
al. 2000). Este taxoide es entonces hidroxilado por una P450-dependiente monooxigenasa,
encontrada en T. cuspidata (arbol de tejo japonés), la cual cataliza la hidroxilacion a la
posicion C10 para producir taxa-4(20),11(12)-dien-5a, 10p-diol 5-acetato. La enzima que
controla este paso, la taxoide 10B-hidroxilasa (T10BH) fue clonada y funcionalmente

caracterizada en levaduras (Maheshwari et al., 2008).

En el 2001, otra Cit P450-dependiente hidroxilasa fue encontrada, usando taxa-4(20),11(29)-
dien-5a-0l como un substrato, comenzando con la formacion de taxa-4(20),11(12)-dien-5a-
13a-diol. Esta enzima, la taxol 13a-hidroxilasa (T13aH), presenta 63% de identidad y 67%
similitud con la hidroxilasa responsable para la hidroxilacién en la posicién C10. Al mismo
tiempo, el hecho de que esta enzima use el mismo substrato como TDAD, la taxa-
4(20),11(12)-dien-5a-0l, sugiere que la biosintesis del taxol no es una ruta lineal y que
algunas ramas de la ruta pueden dar comienzo a otros taxoides relacionados (Exposito et al.,

2009).

Se ha observado como este paso alternativo fue especialmente frecuente en cultivos de
células elicitadas con jasmonato de metilo (Eisenreich et al., 1996). Otra Cit P450-
dependiente de hidroxilasa (taxoide 14f3-hidroxilasa; T14BH) responsable para la produccion
de taxa-4(20),11(12)-dien-5a-acetoxi-10B-14p-diol fue encontrada después (Cusido et al.,

2002). Esta enzima utiliza substratos hidroxilando a la posicion del C10, pero no los hidroxila
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a la posicién C13, sugiriendo que esta enzima podria estar involucrada en la produccion del
taxol desde este compuesto sin presentar alguna hidroxilacion a la posicion C14 (Exposito et

al., 2009).

Después de la formacion de taxa-4(20),11(12)-dien-5a,103-diol 5-acetato, se originan
hidroxilaciones en las posiciones de C1, C2, C4 y C7, oxidacién de C9 y epoxidacion en el
doble enlace C4C5 tomando lugar en la ruta biosintética del taxol. El orden de las
hidroxilaciones mediadas por enzimas Cit P450 no es completamente conocida, pero sobre la
base de la frecuencia de la oxidacion de los taxoides se ha encontrado en cultivo de células,
una secuencia probable podria ser: C5, C10, C2, C9, C13 y finalmente C1 (Exposito et al.,

2009).

Se podria tomar en cuenta que algunos de los taxoides considerados podrian no participar en
la formacion del taxol o podrian ser artefactos de los cultivos in vitro, pero esta secuencia de
oxidacion se ha validado por andlisis filogenéticos de enzimas taxoide oxigenasas P450
clonadas previamente. Sin embargo, la formacion del anillo de oxetano es también muy
importante, esto es esencial para la actividad anti-cancer de la molécula del taxol. Diferentes
mecanismos para su formacion fueron propuestos, en la actualidad se acepta que tal proceso
involucra la epoxidacion del puente doble 4(20) seguido por una migracion del grupo o-
acetoxi del C5 a la posicién C4 junto con la expansion del oxirano al grupo oxetano. Es
posible que la formacion de oxirano/oxetano preceda a la hidroxilacion del C1 en la
biosintesis del taxol, y en este caso el intermediario polihidroxilado hipotético podria ser mas

bien un taxadien-hexaol que un heptaol hidroxilado a C1 (Walker et al., 2002).

La enzima que epoxida el doble enlace C4-C20 aun no se ha caracterizado funcionalmente y
la expansion del anillo de oxirano-oxetano es también un paso incompletamente conocido.

Después de la formacién del precursor polihidroxilado hipotético por la actividad de la
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enzima 20-O-benzoyl transferasa (DBT), el proximo compuesto obtenido es 10-deacetyl
baccatina I1l. La enzima 10-diacetil-baccatinalll-10-O-acetil transferasa (DBAT) entonces
acila el grupo hidroxilo a la posicion C10 para formar baccatina Il (Figura 14), (Exposité et

al., 2009).

] LTI €™

OH OBz

10-diacetil baccatinalll Baccatinalll

Figura 14. Conversién de 10-DAB III a baccatin Il por la enzima 10-DAB acetil
transferasa (Modificado de Heinig y Jennewein, 2009).

Un paso esencial en la biosintesis del taxol es la esterificacion del C13 del grupo hidroxilo de
la baccatina III con la B-fenilalanoil-CoA cadena lateral. La cadena lateral es obtenida del
aminoacido a-fenilalanina por la accion de la fenilalanina aminomutasa (PAM) (Palazén et

al., 2003),

La cadena lateral C-13(2'R,”S),-N-benzoil-3" fenilisoserina es esencial para la citotoxicidad,
por lo que en relacion con la cadena lateral se considera que la modificacion o eliminacién

del 2"OH disminuye la actividad (Figura 15), (Expositoé et al., 2009).
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Figura 15. Modificaciones que pueden ocurrir en los grupos contenidos en la molécula
de taxol (Exposité et al., 2009).

En el metabolismo del taxol, la regulacion del flujo del carbono parece ser importante, porque
la fuente de carbono es usada tanto en el metabolismo primario como en el secundario. Se
conoce que los carbohidratos entran a la planta via celular por una de las tres siguientes rutas:
(@) a través de los canales plasmodesmata, (b) a través de la membrana como sucrosa y (c) a
través de la membrana como hexosas. Cada ruta tiene el potencial de transmitir diferentes
sefiales a un mecanismo de deteccidon de carbohidratos. También se ha reportado que los
grupos acetatos son buenos precursores para la sintesis del grupo acetilo de la molécula de
taxol, y que la fenilalanina es un precursor para la sintesis de la cadena lateral de la molécula

de taxol (Exposité et al., 2009).

2.11.5 Sintesis del taxol

Las preocupaciones ambientales asociadas a la recoleccion de tejos, aunada con el aumento
de demanda del anticancerigeno, han ocasionado considerables esfuerzos para desarrollar una

fuente mas sustentable de taxol. La sintesis total de taxol se reporté en 1994 por dos grupos
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de investigacion distintos (Holton et al., 1994). Sus reportes indican que la sintesis quimica
total de taxol habia sido alcanzada con un rendimiento de producciéon de 2.7% y 0.07%,
respectivamente. Dos afios despueés, se ided la tercera ruta que requirid menos pasos que las
rutas anteriores (Danishefsky et al., 1996). El éxito de este método se divulgd mas tarde
(Morihira et al., 1998), sin embargo, aunque la sintesis total sea un gran logro cientifico, no
es una estrategia viable comercialmente, al menos en el futuro préximo. En todos los casos,
se trata de métodos complejos y costosos, que requieren mas de 20 pasos de reaccion con

rendimientos globales muy bajos (Nicolaou et al., 1994).

2.11.6 Semisintesis orgénica de los taxoides

La sintesis quimica del taxol no ha tenido éxito y la sintesis parcial requiere a baccatina Ill
como el material de partida, que por mucho debe ser extraido del material vegetal y que
también se encuentra en niveles bajos en los tejidos vegetales. Tanto el taxol como su
anadlogo el docetaxel, se producen semi-sintéticamente a través de la acilacién de 10-
diacetilbaccatina 11l aislado de las agujas (hojas) de diferentes especies de Taxus, pero

conlleva a efectos secundarios no deseados en los pacientes (Holton et al., 1995).

Los extractos del follaje de los tejos contienen una mezcla compleja de taxanos, el taxol esta
presente en una proporcion muy baja en relacion con los taxanos totales (Gueritte-VVoegelein,
1986). EI componente mas abundante en esta mezcla de taxanos es 10-diacetilbaccatina 111
que se obtiene con rendimientos de 0.1% en base a peso seco (Denis et al., 1988). La
semisintesis de taxol consiste en el aislamiento de 10-diacetilbaccatina Il extraida del follaje
de diferentes especies de tejo, para posteriormente convertirse en taxol mediante el
acoplamiento de la cadena lateral N-benzoil-3-fenylisoserina al grupo hidroxilo del carbono

C-13 y la acetilacion en el C-10 previamente sintetizadas (Holton et al., 1995).
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También se ha reportado la conversion enzimatica de una mezcla de taxanos a 10-DABIII.
Las enzimas utilizadas son la C-13 taxolasa (que cataliza el corte de la cadena lateral del C-
13 de varios taxanos), la C-10 deacetilasa (que cataliza el corte de la cadena lateral del C-13
de varios taxanos), la C-10 deacetilasa (que cataliza el corte del acetato del C-10 de varios
taxanos), y la C-7 xilosidasa (que cataliza el corte de la xilosa del C-7 de varios
xilosiltaxanos). Esta estrategia permitié un incremento en la cantidad recuperada de 10-DAB

[11, y por consecuencia de taxol semisintético (Ramesh, 1998).

El método semisintético es actualmente una de las rutas comercialmente viables de
produccion de taxol (Jennewein y Croteau, 2001; Frense, 2006). Sin embargo, este método se
ve limitado por la extraccién de los precursores (10-diacetilbaccatina I11) del material vegetal
que: (1) dependen de la variacion significativa en su contenido de taxanos debido a los
factores epigenéticos (fendbmenos que no afectan la secuencia de ADN de los genes pero que
si varian su expresion) y ambientales, (2) es limitado por el crecimiento lento de los tejos, y
(3) implica la purificacion dificil y costosa de los precursores a partir del tejido vegetal dado
a las abundantes resinas fendlicas, lipidos y otros contaminantes que se encuentran en la

planta.

2.12 Estrategias para incrementar la produccién de metabolitos secundarios

La elicitacion es una estrategia efectiva para incrementar la produccién o inducir la
biosintesis de metabolitos secundarios en los cultivos in vitro de varias especies vegetales.

(Chong et al., 2005).

Se define como elicitor a aquellas moléculas que estimulan las defensas o respuestas de
eventos de estrés inducidas en las plantas, estos compuestos son capaces de disparar los

mecanismos de defensa vegetal entre los que se encuentran la respuesta hipersensitiva,
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produccion de especies reactivas de oxigeno, activacion de genes relacionados con la defensa,
asi como también la sintesis de fitoalexinas. Ademas de la importancia biotecnoldgica, la
elicitacion se ha utilizado para estudiar las interacciones planta-patdgeno y las respuestas de

defensa vegetales asi como también rutas de sefializacion involucradas con el proceso mismo.

En este sentido se han descrito componentes multiples en la ruta de transduccién de sefiales
que regulan la expresion de genes y de los cambios bioquimicos involucrados como ocurre
por ejemplo con la cascada de transduccion de sefiales del acido jasmonico que regula un

diverso juego de respuestas inducidas por elicitacion (Sanchez-Sampedro et al., 2008).

Los elicitores interacttan con los receptores sobre las células huéspedes, que posteriormente
favorecen el transporte de la sefial primaria en la membrana plasmatica, el citosol y/o el
nucleo. La induccién de algunos genes de defensa requiere de la generacion de moléculas
sefial secundarias enddgenas por parte de las células atacadas en el sitio de infeccion (Qiny

Lanb, 2004).

Existe una gran variedad de agentes elicitores tanto bidticos como oligo y polisacaridos,
péptidos, proteinas, lipidos, ergosterol y acido jasmanico entre otros y abioticos entre algunos
ejemplos de estos elicitores estan; estrés salino usando cloruro de sodio (NaCl) y cloruro de
potasio (KCI), estrés osmotico usando sorbitol, manitol, polietilen glicol, polivinil pirrolidona
y alginato de sodio, estrés por métales pesados con sales inorgéanicas de vanadio y algunos
elementos pertenecientes a la familia de las tierras raras, que se han estado utilizando para
incrementar la produccién de metabolitos secundarios (Zhao y Verpoorte 2007). Estos
agentes se pueden adicionar de manera individual a manera de generar solo un tipo de estrés

0 bien pueden utilizarse dos agentes diferentes (Zhao y Verpoorte, 2007).
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La percepcion de los elicitores dispara varias rutas de sefializacion, usualmente iniciando con
un flujo de entrada de calcio y un estallamiento oxidante, seguido por la sintesis de moléculas
sefial tales como el &cido salicilico y etileno (Radman et al., 2003). Los genes relacionados
con la defensa conducen a un reforzamiento de las paredes de las células vegetales y se
induce la acumulacion de compuestos antimicrobianos tales como fitoalexinas, y la sintesis

de proteinas que hidrolizan o inhiben la actividad microbiana.

La interaccion de las plantas con patdgenos puede iniciar una respuesta rapida y de manera
localizada en el sitio de infeccion, de esta manera la percepcion de varios de los compuestos
liberados por el patégeno (enzimas, polisacaridos, proteinas, etc.) conducen a la generacion
de especies reactivas de oxigeno y/o de moléculas de sefializacion (4cido jasmonico) en las

células vegetales (Yu et al, 2002, Memelink y Gantet, 2007).

2.12.1 Elicitacién

La elicitacion se puede definir como la induccion de la produccion de fitoquimicos mediante
moléculas o tratamientos denominados elicitores. Los elicitores pueden clasificarse en: 1)
elicitores bidticos, los cuales son normalmente moléculas derivadas de microorganismos que
estimulan el metabolismo secundario, en éstos se encuentran polisacaridos, glicoproteinas,
compuestos organicos de bajo peso molecular y paredes celulares de bacterias y hongos, 2)
elicitores abioticos tales como la luz UV, metales pesados y otros compuestos, y 3) los
elicitores endogenos, donde se consideran a las moléculas que se producen en el interior de
las células como mensajeros secundarios, tal es el caso del acido jasmonico y el jasmonato de

metilo (Singh, 1999).

Las plantas frente a una amenaza como el ataque de patdgenos, insectos o un estrés abidtico,

responden activando diferentes mecanismos de defensa incluyendo la induccion de la
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biosintesis de metabolitos secundarios, como fitoalexinas o con barreras defensivas, como es
la deposicion en la pared celular de toxinas (He et al., 2002). Los factores que inducen la
formacion de fitoalexinas reciben el nombre de elicitores, éstos pueden ser fragmentos de la
pared celular de diferentes microorganismos, o enzimas tipo pectinasas y celulasas, que dan
lugar a fragmentos de la pared celular que actuardn como elicitores. Del mismo modo que
pueden ser algunos fragmentos pépticos, oligosacaridos, glicopéptidos o lipidos (Ebel y

Cosio, 1994) y elicitores abidticos como algunos iones de metales pesados (Cuadro 13).

Cuadro 13. Clasificacion de elicitores.

Elicitores bidticos Elicitores abidticos
Compuestos Mezcla compleja Quimicos Fisicos
especificos
Quitosano Extracto de Sulfato de vanadilo Estrés térmico
levadura
Alginato Esporas de Sales de metales Estrés osmotico
hongos pesados
Pectina Mezcla de hongos Ortovanadato de Irradiacion por
sodio uv
Jasmonato de metilo Heridas

Ebel y Cosio, 1994.

La principal funcion de los elicitores, en biotecnologia es su capacidad para ser inductores del
metabolismo secundario, de esta manera pueden provocar la acumulacion de un compuesto
tanto en la planta entera como en el cultivo de tejidos vegetales (Yu et al., 2002). Numerosos
estudios han indicado que en determinados cultivos in vitro al ser estimulados por elicitores,
los metabolitos secundarios son rapidamente producidos en respuesta al tratamiento del
elicitor (Di Cosmo y Misawa, 1985). En nuestro caso se utilizo el jasmonato de metilo como

elicitor, al etanol y una combinacion de butionina de sulfoximina con peréxido de hidrégeno.
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2.12.2 Jasmonatos

Los jasmonatos han sido investigados en la ultima década en vista de los efectos que
provocan a los cultivos en suspension, tales como el incremento de la produccién de los
fitoquimicos, entre otros. En este grupo de sustancias se encuentran el acido jasmonico y su
derivado volatil, el jasmonato de metilo, cuya funcién en la naturaleza es como hormona de

estrés que actian como reguladores de respuesta de defensa (Memelink et al., 2001).

El jasmonato de metilo (MeJa) es un compuesto que regula la induccion de genes de defensa
en plantas y se produce como respuesta a un ataque de hongos o por una lesion. El jasmonato
de metilo forma parte de la cadena de sefializacion ocasionada por la presencia de cualquier
elicitor, y aunque se acumula répidamente después de la elicitacion, su presencia es
transitoria. Por ello, la aplicacion exdgena de estos compuestos y su presencia continuada en
el medio de cultivo puede ser més efectiva. En la actualidad, se ha demostrado que la
aplicacion de MelJa incrementa la produccién de compuestos del metabolismo secundario,
como es el caso de flavonoides, antraquinonas, alcaloides y taxoides (Figura 16 y Figura 17)

(Gundlache et al., 1992).
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Figura 16. Efecto positivo del jasmonato de metilo sobre las actividades de las enzimas
geranilgeranil pirofosfato sintasa y taxadieno sintasa en la ruta biosintética de los
taxoides (Modificado de Heinig y Jennewein, 2009).
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Figura 17. La accién positiva del elicitor MeJa sobre la biosintesis del taxol (Modificado
de Heinig y Jennewein, 2009).

2.12.3 Quimica y origen

Tanto el &cido jasmonico como el jasmonato de metilo son derivados del acido linoleico con
amplia distribucion en el reino vegetal (Creelman y Mullet, 1997). El &cido jasmonico se
aislo primero de cultivos del hongo Lasiodiplodia theobromae y el jasmonato de metilo, que
es volatil, se aislo de los aceites esenciales de Jasminum grandiforum L. y Rosmarinus

officinalis L. (Creelman y Mullet, 1995).
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2.12.4 Diferencias entre el &cido jasménico y metil jasmonato

Los jasmonatos median varios eventos en células vegetales tales como las respuestas de
defensa, floracion y senescencia a través de sefiales intracelulares y la expresion de un gran
numero de genes que parecen estar regulados por jasmonatos (Figura 18). También modulan
varios eventos fisiologicos tales como la resistencia a insectos y patdgenos, maduracion del

fruto, maduracion del polen, crecimiento de la raiz y la senescencia (Camarena, 2002).

0
0 OMe
Metiljasmonato
Q 0
— ,“'\\E/\
o OH 0 OH
(+)-7-iso-0-acido 7-epi- jasmonico (-)-acido jasmonico

(3R-7R)-acido jasmonico

Figura 18. Estructuras del jasmonato de metilo y las dos formas epiméricas del acido
jasmonico aislados de plantas. El (3R, 7S)-acido jasmoénico también es conocido como
(+)-7-iso- o 7-epi-acido jasmoénico, es formado biosintéticamente, pero convertido en
acido o base a través de procesos de enolizacion al isomero trans mas estable 3R, 7R-
acido jasmonico el cual es el isomero predominantemente extraido de tejidos intactos
(Camarena, 2002).

2.12.5 Posible esquema para los mecanismos de transduccion de sefiales de elicitores
Todos estos estudios apoyan la hipotesis de que los estimulos externos como los son los
elicitores causan un aumento en el nivel de Ca®* citoplasmico a través del ciclo del
fosfatidilinositol y sistema de la adenilato ciclasa (Figura 19). Se ha acumulado evidencia que
sugiere que las células vegetales contienen los principales componentes del ciclo del
fosfatidilinositol, y de AMPc. Esta clase de mecanismo de transduccion de la sefial es inusual

(Kaplan et al., 2007), y es infrecuente en células animales y microbianas.
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Figura 19. Esquema de los mecanismos de transducciéon de sefiales por medio de

elicitores (Kaplan et al., 2007).

2.12.6 Los jasmonatos y su relacion con el metabolismo secundario vegetal

Los jasmonatos, el &cido jasménico y el metil jasmonato (MJ), son hormonas vegetales
esenciales que regulan las respuestas de defensa frente a los factores de estrés ambientales,

como la sequia, heridas, y la infeccion microbiana.

También se ha demostrado que las multiples actividades fisioldgicas celulares de los
elicitores pueden ser a veces sustituidas por el &cido jasmdnico y MJ, y la aplicacién exdgena
de jasmonatos a las células vegetales incrementa la acumulacion de una variedad de
metabolitos secundarios. Los estudios recientes sobre los mecanismos de transduccion de
sefiales de jasmonatos han demostrado (Turner et al., 2002) que la forma activa de los
jasmonatos es un amino acido conjugado, jasmonoil-isoleucina, y estos aductos se asociarian
con un complejo de proteinas que funcionan como el receptor de esta hormona vegetal.
Tambien se ha demostrado que la cascada de sefializacion de jasmonatos enlaza a procesos de

degradacion de proteinas mediada por proteosoma-ubiquitina, sin embargo, hay muy poca
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informacion disponible sobre el detalle del mecanismo por el cual los jasmonatos inducen la

biosintesis de varios metabolitos secundarios en células vegetales.
2.12.7 Modelo bioldgico de la transduccion de sefiales en Taxus spp.

La ruta de transduccion de sefiales en cultivos en suspension de T. chinensis se induce por
oligosacaridos de Fusarium oxysporum. La via consta de tres redes locales de transduccion de
sefiales. En la red local I, el oligosacarido se une con el receptor de proteina quinasa de
tirosina que se encuentra en la membrana celular acoplada con proteinas G. La interaccion
entre el oligosacarido y el receptor se lleva a cabo dentro de 15 min después de la elicitacion.
La proteina G se fosforila por la proteina G-GTP abriendo la red de la sefial de transduccion

comenzando aproximadamente 30 minutos después de la elicitacion (Ying et al., 2002).

En la red local Il, PLC y los canales de iones son activados por proteinas G, lo que lleva
a la produccion de trisfosfo-inositol (IP3) y diacilglicerol formando el sistema de doble
mensaje. Esta reaccion se lleva a cabo cerca de 60 minutos después de la elicitacion.
La activacion de los canales idnicos promueve la afluencia de Ca** extracelular y el 1P3
estimula la liberacion de Ca®* almacenado en el organulo que resulta en el
aumento de la concentracion de Ca*. Esta reaccion se inicia en aprox. 45 minutos después de

la elicitacién (Ying et al., 2002).

En la red local 111, la proteina quinasa es activada por altas concentraciones de Ca’" y
diacilglicerol y cataliza la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas (Subramaniam et al.
1997), transmitiendo las sefiales al nucleo celular y la promocion de la expresion de genes de
defensa y por lo tanto favorecer la produccion de taxol. En cada una de las tres redes locales
de la explosién o estallamiento oxidativo se produce por las reacciones pertinentes.

Parece que existe un generador de explosion oxidativa en las células. El estallamiento
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oxidativo provoca un aumento en el potencial redox en las células e incrementa los
metabolismos primario y secundario, tales como la polimerizacion de compuestos fenolicos
inducidos por H,O,, incrementando la habilidad de defensa de las células. Cuando la
intensidad de la sefial de la explosion oxidativa llega a un cierto grado, la expresion de genes
relevantes al metabolismo secundario en el nucleo celular comienza a ser elicitado (Ying et

al., 2002), (Figura 20).
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Figura 20. Un modelo fisico de transduccion de sefiales de Taxus chinensis var. mairei
inducida por un oligosacarido. G-P: proteina G, PLC: fosfolipasa C, PKC: proteina quinasa

C (Ying et al., 2002).

Los resultados de un andlisis de transcriptoma sugieren que la aplicacion exogena de
jasmonato de metilo (MeJA) podria inducir la biosintesis de acido jasmonico (JA), la ruta de
sefializacion de JA y respuestas de defensa, activando una serie de factores de transcripcion,
asi como el aumento de la expresion de los genes en la ruta de biosintesis de terpenoides
responsables de la sintesis de taxol. Esta completa descripcion de la informacion de la

expresion genica podria facilitar en gran medida nuestra comprension acerca de los
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mecanismos moleculares de la biosintesis de los taxoides mediados por MeJA en células de

Taxus (Shu et al., 2012).

El MeJA estimula un gran nimero de genes implicados en varias categorias funcionales,
como la biosintesis de hormonas de plantas y biosintesis de fenilpropanoides. Ademas,
muchos genes que codifican factores de transcripcion, responden a la elicitacion con MeJA

(Shu et al., 2012).

2.12.8 El perdxido de hidrégeno como agente elicitor

El peroxido de hidrégeno (H,O;) en organismos eucariontes actia como un segundo
mensajero en la transduccién de sefiales a través de su reaccion con ciertas proteinas que
contienen residuos de cisteina. EI mecanismo de accion del peroxido de hidrogeno consiste
en producir efectos oxidantes: produce OH" y radicales libres que atacan una amplia variedad
de compuestos organicos (entre ellos, lipidos y proteinas que componen las membranas
celulares de los microorganismos). La enzima catalasa presente en los tejidos degrada
rapidamente el perdxido de hidrégeno, produciendo oxigeno, que dificulta la germinacién de

esporas anaerobias.

Estas reacciones de sefializacion involucran oxidaciones reversibles catalizadas por
peroxiredoxinas y otras enzimas todavia no identificadas que resultan en uniones disulfuro

intramolecular o una diversa mezcla de proteina-glutation (Forman, 2008).

En las plantas la generacion de H,O, se incrementa en respuesta a varios tipos de estrés,
implicando a este compuesto como una sefial de los fendmenos de aclimatacion y tolerancia
(Neill et al., 2002). El perdxido de hidrogeno también puede ser generado por enzimas
especificas de los sistemas enzimaticos xantina oxidasa, amino oxidasa, y peroxidasas de

pared celular. Un estallamiento oxidativo con una rapida sintesis y liberacion de H,O; en el
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apoplasto es una respuesta comun a patogenos, elicitores, dafio, calor, luz ultravioleta y

0zono.

Es posible que el alto estado antioxidante de las celulas prevenga la migracion del H,O; lejos
de la célula, consecuentemente las respuestas al perdxido de hidrégeno pueden ser
localizadas en micro-dominios dentro de la célula, a los que también se le han Ilamado puntos

calientes de peroxido (Neill et al., 2002).

Se ha reportado que en el apoplasto son generados relativamente grandes cantidades de
peroxido, y que solamente corresponde a una pequefia proporcion de la capacidad

antioxidante celular.

El peréxido puede rapidamente movilizarse dentro de la célula y ser metabolizada. Tal
movilizacion puede ser facilitada por “peroxiporinas” que han sido especulados que junto con
los canales de agua, o acuaporinas, pueden también servir como conductores para el

transporte de H,O, trasmembrana (Neill et al., 2002).

Uno de los recientes usos del H,O, se ha enfocado en la induccién de metabolitos
secundarios, de esta manera la aplicacion exdgena de este compuesto se realizd para estudiar
su papel en la induccidon de metabolitos secundarios con accion bioldgica conocidos como

fitoalexinas en frutos de Capsicum annuum L (Arreola-Cortés et al., 2007).

Por otro lado en cultivos de células de A. thaliana el H,O, o bien formacién de éste en el
cultivo in vitro, induce la expresion de la enzimas fenilalanina amonio-liasa (PAL por sus
siglas en ingles) y glutation S-transferasa. Cabe destacar que la induccién de la enzima PAL
esta relacionada con la formacion de fitoalexinas y de acido salicilico. Ademas la aplicacion

exogena de H,O, conduce a la activacion de proteinas cinasas MAP (Hancock et al., 2002).

61



2.12.9 Butionina de sulfoximina

Se sabe que la presencia de metales pesados y la inhibicion del glutation inducen el estrés
oxidativo en los cultivos celulares, incrementando la produccién de metabolitos secundarios
antioxidantes y algunos alcaloides en cultivos celulares. Un inhibidor de la biosintesis del
glutation es el uso de la sulfoximina de butionina (BSO). La butionina de sulfoximina (BSO,
Figura 21) es una sulfoximina utilizada en quimioterapia para reducir los niveles de glutation.
Este compuesto inhibe la gamma-glutamilcisteina sintetasa, enzima requerida en el primer

paso de la sintesis del glutation.

HNZ OH
NH,

Figura 21. Estructura quimica de la molécula de butionina de sulfoximina. Férmula
molecular: CBH18N203S, masa molar: 222.305 g/mol (ChemDraw, 2011).

2.12.10 Funciones y metabolismo del glutation

El tripéptido glutation (GSH, y-L-glutamil-Lcisteinilglicina) es sintetizado en el citoplasma
de las células por la accion consecutiva de dos enzimas: y-glutamil-cisteina (y-GluCys)
sintetasa (también conocida como glutamato cisteina ligasa, GCL por sus siglas en inglés)
que utiliza glutamato y cisteina como sustrato para formar el dipéptido y-glutamilcisteina, el
cual es combinado con la glicina en una reaccion catalizada por la glutation sintetasa para
formar GSH. El trifosfato de adenosina (ATP) es donador de energia para ambas enzimas.

Las concentraciones intracelulares de glutation son reguladas por la inhibicion de la y-GluCys
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sintetasa por el producto final, GSH. Asi, existe un equilibrio celular entre la sintesis y el

consumo de este metabolito (Ballatori et al., 2009) (Figura 22).
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Figura 22. Representacion de: A, glutation reducido (GSH) y B, glutation oxidado (GSSG).
El GSH esta constituido por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. En el caso del
GSSG son dos moléculas unidas por un puente disulfuro formado por las cisteinas
(Martinez et al., 2011).

2.12.11 Funciones del glutation
El glutation es esencial para la proliferacion celular y tiene un papel importante en la
apoptosis, ya que la disminucién de la cantidad de glutatién es permisiva para la activacion

de caspasas y la progresion de los mecanismos de apoptosis (Franco y Cidlowski, 2009).

Una funcién muy importante del glutation es mantener el potencial de 6xido-reduccion de la
célula, ya que mantiene en estado reducido los grupos tiol de las proteinas y asi permite la
generacion de diversas cascadas de sefializacion intracelular; un ejemplo es la proteina cinasa
C, que contiene varios residuos de tirosina en su centro catalitico, que le confieren
sensibilidad al estado redox de la célula, lo que puede afectar la sefializacion mediada por

esta enzima (McEligot et al., 2005).

2.12.13 Metabolismo del glutation
Durante la detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno (EROS), el glutation esta
involucrado en dos tipos de reacciones: la interaccion no enzimatica con radicales como el
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anion superoxido, 6xido nitrico y radical hidroxilo; otra forma es proporcionando un electron
para la reduccién de perdxidos en la reaccion catalizada por la GPx. El producto final de la
oxidacion de GSH es glutation oxidado (GSSG, constituido por dos moléculas de GSH
unidas por un puente disulfuro) que es regenerado por la glutation Reductasa (GR), esta
enzima transfiere electrones del NADPH al GSSG, reduciendo esta molécula (Martinez et al.,

2011).

2.12.14 Eventos bioquimicos del estrés oxidativo

Las plantas en su ambiente estdn expuestas a diferentes tipos de estrés, los cuales pueden
cambiar su fisiologia, morfologia y desarrollo. Se ha propuesto que el estrés biotico
(patégenos, JA), estrés mecanico o estrés abidtico (sequia, sales, frio, calor, metales,
radiacion UV, presion osmética, falta de nutrientes) puede llevarse a cabo via estallamiento

oxidativo (Apel y Hirt, 2004; Quan et al., 2008).

El H,0, actiia como molécula sefial que activa una respuesta al estrés, regulando el desarrollo
y adaptacion a estas condiciones, activando el mecanismo de defensa o la muerte celular
(Mittler, 2002; Apel y Hirt, 2004; Hung et al., 2005). Durante el estallamiento oxidativo, hay
un incremento transitorio en las EROS, las cuales, son formas reducidas del oxigeno
atmosférico (O,) que resultan de la excitacién del mismo a su forma singulete (O,") o por la
transferencia de uno, dos o tres electrones, formando el radical superoxido (O), peroxido de
hidrogeno (H,O;) o el radical hidroxilo (HO") respectivamente. En condiciones normales la
produccion de ERO en las células (fotosintesis y respiracion) es baja (240 uM de O," y
0.5uM de H;0,). Durante condiciones de estrés esta homeostasis celular se rompe y los
niveles de ERO incrementan (240-720 uM de O, y 5- 15uM de H,0;) (Mittler, 2002).

Existen dos mecanismos de detoxificacion para regular la concentracion de las ERO, el
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enzimatico y el no enzimatico. EI mecanismo enzimatico esta formado por las enzimas
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasas (POD). Las rutas mas
importantes donde intervienen estas enzimas son: el ciclo agua-agua en los cloroplastos; el
ciclo ascorbato-glutation en cloroplastos, citosol, mitocondria, apoplastos y peroxisomas; el
ciclo glutation peroxidasa y la catalasa en peroxisomas. EI mecanismo no enzimatico es aquel
compuesto por moléculas antioxidantes dentro de la célula tales como glutation y acido
ascorbico, los cuales son cruciales para la integridad celular durante el estrés oxidativo (Apel

y Hirt, 2004).

2.12.15 Determinacion de viabilidad celular

La viabilidad se define como la capacidad de la célula o el organismo para vivir. Muchas
veces, la viabilidad va acompafiada por un aumento en la biomasa del cultivo celular
(Malinin y Perry, 1967), sin embargo en muchos casos un descenso de temperatura o la
utilizacion de reactivos que actien como inhibidores del metabolismo pueden provocar una

disminucion de la biomasa, pero no por ello la muerte celular (Malinin y Perry, 1967).

Los fluorocromos tienen la capacidad de excitarse delante de la radiacion ultravioleta, esta
energia es absorbida y posteriormente emitida en forma de luz fluorescente a una longitud de
onda superior. De este modo, los fluorocromos permiten ser utilizados para marcar

estructuras o procesos del interior de la muestra (Malinin y Perry, 1967).

Para determinar la viabilidad celular se utilizé el fluorocromo: diacetato de fluoresceina
(DAF). EI DAF (Figura 23) actta sobre las células vivas, no es fluorescente y penetra
facilmente en el interior de la célula donde es hidrolizado por las esterasas (enzimas que
catalizan reacciones de hidrolisis) presentes en la membrana celular y en el citoplasma,

debido a la ruptura de los enlaces éster del FDA dejando libre la fluoresceina que es el
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compuesto que da la fluorescencia (Aexcitacion 490 nm y Aemision 514 NM fluorescencia verde)

(Vitecek et al., 2007).

Ach OAc

Figura 23. Estructura quimica del diacetato de fluoresceina, peso molecular: 416.39,
férmula molecular: C24H1607 (ChemDraw, 2011).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Se utilizaron aciculas de material élite de Taxus globosa, del vivero forestal del Colegio de
Postgraduados. Explantes de 0.5 cm se desinfectaron en la superficie, con una disolucion de
hipoclorito de sodio comercial al 10%, durante 3 min, luego se enjuagaron tres veces con

agua desionizada estéril y una vez con etanol, durante 1 min.

3.2 Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo B5 (Gamborg et al., 1968), cuya composicion se muestra en el
Cuadro 14. Se utilizé como fuente de carbono a la sacarosa (20 g L™). Se utilizé como agente
gelificante phytagel (2 g L™).

Cuadro 14. Composicion del medio de cultivo de Gamborg et al., (1968).
SALES INORGANICAS

Macronutrientes

mg L™ (mM)

NH;NO3 - -
KNO; 2500 24.8
CaCl,.2H,0 150 1.0
MgS0O,.7H,0 250 1.0
KH,PO, - -
Na;HPO, 130.5 0.9

Micronutrientes (UM)
Kl 0.75 5.0
H3;BOs 3.0 49
MnSO4.H,0 10.0 59
ZnS0,4.7H,0 2.0 7.0
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NazMOO4.2H20 0.25 1

CuS04.5H,0 0.025 0.1
CoCl,.H,0 0.025 0.1
Quelatos (UM)
Na,EDTA 37.3 100
FeSO,.7H,0 27.8 -
VITAMINAS (Organicos) (UM)
Myo-inositol 100 550
Acido Nicotinico 1.0 8.2
Piridixona.HCI 1.0 0.45
Tiamina.HCI 10.0 30
Sacarosa 2%
pH 6.1-6.2

Se utilizaron como reguladores del crecimiento picloram (PIC) y acido naftalen acético
(NAA). Para la preparacion de las soluciones de reguladores de crecimiento, se adicion6 300
pL de NaOH (1N) o HCI (1N) por cada 10 mg de auxina o de citocinina, respectivamente
(Hurtado y Merino, 1991). Después del aforo se ajusto el pH a 6.2 con NaOH y los medios se

esterilizaron a 15 psi/121°C durante 15 min.

3.3 Callos de Taxus globosa
Los explantes de hojas de T. globosa se establecieron en frascos con 10 mL de medio de
cultivo sélido y se incubaron en oscuridad. Se cultivaron en tres medios suplementados

(Cuadro 15).
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Cuadro 15. Lista de concentraciones utilizadas para la induccion de callos de T. globosa.

Tratamientos Concentraciones
1 4.14 pM de PIC y 0.4 % de PVP
2 5 UM de PIC y 10 uM de NAA
3 10.74 uM de NAA

3.3.1 Extraccion de taxoides con metanol en hojas y callos de Taxus globosa para
analisis de cromatografia liquida (Enaksha et al. 1993)

Se liofilizaron muestras de callos; de éstas se utilizaron 50 mg de biomasa seca por muestra
que se diluyeron en 1.5 mL de metanol y se disolvié en un homogeneizador Omni-mix
durante 2 min. Posteriormente se realiz6 una sonicacion durante 5 min. Se transfirié el
extracto a un tubo Eppendorf de 2 mL. Se centrifugd para sedimentar los restos celulares. Se
recuperd el sobrenadante que se filtr a través de un filtro de nylon de 0.2 micrones. Se ajusto

el volumen final a 1.5 mL con metanol. El extracto resultante se analizé por HPLC.

3.3.2 Extraccidén de taxoides con diclorometano en hojas y callos de Taxus globosa para
analisis por cromatografia liquida

Se secaron callos de 30 y 40 dias a temperatura constante (50 °C por 48 h). Se macer6 el
tejido seco en un mortero de porcelana. Se pesaron 0.8 g del polvo de callos y se diluyeron
con 20 mL de metanol durante 48 h. Se filtr6 y se centrifug6 a 4000 x g durante 3 min. Se
evaporo el sobrenadante bajo presion reducida a 30 °C. Se diluy6 el residuo con 60 mL de
volumen igual de diclorometano-agua destilada durante 48 h. La fase organica, se colect6 a
través de un embudo de separacién y se evaporo a sequedad. Se disolvid el residuo en 0.6 mL

con metanol grado HPLC (Barrios et al., 2009).
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3.3.3 Cromatografia en placa fina de alta resolucion (HPTLC) de taxoides en el follaje
de Taxus globosa

Se seco el follaje de muestras provenientes de un vivero forestal de T. globosa a 40 °C, y se
peso 0.5 g de follaje, éste se macerd en un mortero con pistilo de porcelana y se agregaron 2
mL de metanol frio, el sobrenadante se coloco en un tubo para centrifuga, se lavé el mortero
una sola vez con metanol y se adicioné metanol hasta completar un volumen de 4 mL. Se
centrifugd a 3000 rpm durante 30 min, el sobrenadante se separ6 y se aplicO en una
cromatoplaca de HPTLC (Merck) de 5 x 5 cm de silica gel 60-F;s4, junto con los tres
estandares de taxoides: taxol, cefalomanina y 10 diacetil baccatina. Posteriormente se colocd
la cromatoplaca de HPTLC en una cadmara de elucion con una mezcla de solventes de
benceno-cloroformo-acetona-metanol con una proporcion de 20:92.5:15:7.5 y se dejé eluir,
posteriormente se retird la cromatoplaca de la cdmara, se dejé secar por 5 min y se reveld con

el reactivo de anisaldehido.

3.3.4 Cromatografia en placa fina de alta resolucion (HPTLC) en callos de Taxus
globosa

Se utilizaron placas de HPTLC (Merck) de 5 x 5 cm de silica gel 60 Fys4, Se marco con lapiz
las distancias correspondientes en las placas. Se tomé con un tubo capilar cada uno de los
estandares de taxoides: taxol, cefalomanina y 10-deacetil baccatina y se disolvieron con 50
ML de metanol, se aplicaron 50 pL en las placas. Las muestras de callo se liofilizaron y se
colocaron en frascos de color &mbar, se les afiadieron 100 uL de metanol y 100 pL de agua
desionizada. Se centrifugo a 3000 rpm durante 15 min, luego durante 10 min a 6000 rpm.
Posteriormente se coloco la cromatoplaca de HPTLC en una camara de elucion con una
mezcla de solventes de benceno-cloroformo-acetona-metanol con una proporcion de

20:92.5:15:7.5 y se dejo eluir, posteriormente se retir0 la cromatoplaca de la camara, se dejé
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secar por 5 min y se reveld con el reactivo de anisaldehido. La fase movil se prepard despues

de aplicar las muestras (10 pL) sobre la placa.

3.3.5 Extraccidn de taxoides en callos de Taxus globosa

Primer método: los callos de T. globosa se deshidrataron a 50°C durante 5 dias, se
homogeneizaron en un mortero. La muestra pulverizada se peso, se adicionaron 20 mL de
metanol y se incubd durante 48 h dentro en un tubo Falcon de 50 mL a temperatura de
laboratorio; posteriormente se filtrd, se centrifugé a 4000 g por 3 min y se evaporo el
disolvente en un rotavapor a 30°C. El residuo se diluyd en un volumen 2:1 con
diclorometano/agua destilada (10/5 mL) y se repos6 por 1 h en un embudo de separacion,
posteriormente el embudo se agitd 3 veces y la fase organica se evaporo. La solucion se filtro
a través de una columna de purificacion RP-18 con cuatro gradientes de metanol: 100, 35, 55
y 65%. 10 uL del extracto al 65% del extracto se colocaron en una placa de silica y se eluyd

en una fase cuaternaria de tolueno: cloroformo: acetona: metanol (20:92.5:15:7.5).

Segundo método: Se secaron callos de T. globosa a 50°C por 5 d, el material seco se pesé y
se homogeneizd con 1.5 mL de metanol por 2 min y se sonic6 la solucién por 5 min, ésta se
centrifugé para sedimentar los desechos celulares. Se tomaron 3 mL de muestra y se
diluyeron en 4 mL de metanol, la solucion se filtré a través de una columna de purificacion
RP-18 con 4 gradientes de metanol: 100, 35, 55 y 65%. Se tomo la muestra y se adicionaron
10 uL del extracto en una placa de silica y se eluyd con la mezcla de benceno: cloroformo:

acetona: metanol (20:92.5:15:7.5).

3.3.6 Cromatografia en placa fina de esteroles en callos de Taxus globosa
Se utilizaron placas para TLC de 20 x 20 cm (Alugram Nano-SIL G/UV 254). Se colocaron
10 pL de cada esterol (Sigma Chemical Co), por su orden de aplicacion fueron: 1. sitosterol,

2. campesterol, 3. estigmasterol, 4. escualeno, 5. fitol; después, los extractos de callos: 6.
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extracto de callo 1, 7. extracto de callo 2; y luego los estandares de los taxoides analizados en
esta investigacion: 8. 10 diacetil baccatina 11, 9. cefalomanina y 10. taxol. La cromatoplaca
se eluyd dentro de una camara de vidrio, la fase movil consistio de una fase cuaternaria
compuesta de benceno, cloroformo, acetona y metanol en una proporcion de 20:92.5:15:7.5
mL. Se dejaron migrar los compuestos aproximadamente 1 h, después se retird la

cromatoplaca y se reveld con el reactivo cromogénico de anisaldehido.

3.4 Cultivo de células en suspension de Taxus globosa
Se utilizaron callos friables y de color verde los cuales se suspendieron en medios de cultivo
liquidos con diferentes concentraciones y combinaciones de fitohormonas (Cuadro 16).

Cuadro 16. Tratamientos y concentraciones de fitohormonas utilizadas para el cultivo
de células.

Tratamiento Fitohormonas

1 10.74 uM de NAA

10.74 pM de NAA + 5 uM de CIN
5.35 UM de NAA + 5 UM de BAP
10.74 uM de NAA + 3.33 uM de PIC

g A ow DN

4.14 uM de PIC + 0.2% de PVP

NAA: &cido naftalen acético, CIN: cinetina, BAP: bencil amino purina, PIC: picloram, PVP:

polivinilpirrolidona.

3.5 Inoculacion de células por peso

Se procedié a realizar la inoculacion de células por peso fresco con los medios de cultivo
NAA y NAA/PIC, cultivos que presentaron el mejor crecimiento, cada matraz contenia 50
mL de medio de cultivo liquido, por lo que se utilizé un inoculo al 10% (p/v), por lo tanto se
pes6 5 g de células en una balanza Ohaus que se transfiri0 a matraces Erlenmeyer

previamente tarados sin tapon de 250 mL con 100 mL de medio y se agitd vigorosamente
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para resuspender a las células, posteriormente se coloc6 cada matraz en una plataforma
giratoria a 110 rpm, los matraces se incubaron a 25 °C + 2 °C. Los cultivos in vitro de células

se mantuvieron subcultivandolos para renovarles el medio de cultivo liquido.

3.6 Mantenimiento de los cultivos de células en suspension de Taxus globosa

Callos de Taxus globosa friables y de color verde cristalino proporcionados por la Dra.
Ramos-Valdivia del Laboratorio del Departamento de Biotecnologia de Células Vegetales del
CINVESTAV Unidad-Zacatenco, se mantuvieron y crecieron en medio de cultivo B5
(Gamborg et al. 1968), con 13.4 uM de acido naftalenacético (NAA), 6.72 uM de picloram,
(PIC, é&cido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridincarboxilico), 2% de sacarosa como fuente de
carbono y pH 6.2 (previo a la esterilizacion), se colocaron en un agitador orbital a 110 rpm.
Se incubaron a una temperatura de 24 + 1 °C, bajo un fotoperiodo de 16 h con lamparas de
luz blanca fluorescente (33 umol m™? s™). Las células crecieron en matraces Erlenmeyer de
250 mL conteniendo 50 mL del medio Gamborg (B5), y se subcultivaron cada 15 d
adicionando la misma cantidad de medio fresco a los cultivos celulares y mantenidos asi por
un afo. Los cultivos celulares se mantuvieron en subcultivo para la renovacion del medio de
cultivo liquido. Posteriormente, las células se mantuvieron en matraces Erlenmeyer de 500
mL que contenian 130 mL de medio de cultivo para su crecimiento. Las células en
suspension se subcultivaron en matraces Erlenmeyer de 125 mL (con 30 mL de medio) en

condiciones de cultivo similares a las anteriores por 6 d, previo a la elicitacion.

3.6.1 Crecimiento celular

Se pesaron 2 g de células de 15 d de edad en una balanza Ohaus y se transfirieron a matraces
de 125 mL con 30 mL de medio B5. Se obtuvo una cinética de crecimiento del testigo
(células suspendidas en medio de cultivo B5) y los tratamientos de elicitacion obteniendo los

datos del promedio de dos matraces de cultivo y se determino el peso celular seco cada 48 h.
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El peso seco de las células del control (sin tratamientos) se cosecharon al inicio (0 d) y a los
6, 8 y 10 d. Se determind el pH en el medio liquido asi como el volumen de medio

consumido.

3.7 Elicitacion bidtica y cosecha de células

Se inocularon matraces de 125 mL con 30 mL de medio de cultivo, con diferentes tipos de
elicitores en el sexto dia (fase de crecimiento celular) afiadiendo 50 pL de una solucién 60
MM de jasmonato de metilo (MeJA) al medio de cultivo. Los matraces se cubrieron con un
capuchon de papel aluminio, posteriormente, otros matraces se elicitaron con 100 y 300 pL
de etanol (EtOH-1 y EtOH-2, respectivamente). Otro grupo de células en suspension fueron
elicitadas con una combinacion de 0.8 uM de butionina de sulfoximina (BSO) y 0.2 uM de
peroxido de hidrégeno (H2O,). En la cosecha, las células de cada matraz se filtraron con
vacio y el peso seco fue determinado al colocar las células en una estufa de secado durante 48
h a temperatura de laboratorio. Los experimentos se desarrollaron por duplicado; tanto para

las células control como las elicitadas.

3.8 Extraccion de taxoides

Las células se maceraron en un mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino, éste se
colocé en tubos tipo Falcon de 15 mL, envueltos con papel aluminio, se les adicionaron 5 mL
de metanol y se mantuvieron en reposo durante 48 h a temperatura del laboratorio. Luego,
cada resuspension se filtro y centrifugd a 3000 rpm, se evaporo el disolvente a 65 °C con
vacio. A cada residuo se agregaron 5 mL de diclorometano y 2.5 mL de agua destilada y se
dejo reposar durante 1 h, se utiliz6 la fase organica, después cada solucién se evapor6 con
vacio a 30 °C, finalmente se adicionaron 200 pL de metanol puro a cada extracto y se
transfirieron a viales de color &mbar mantenidos en refrigeracién hasta su analisis por

cromatografia de liquidos.
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3.9 Condiciones estandar de operacion del cromatdgrafo para la cuantificacion de
taxoides

Se analiz6 y cuantifico el contenido de los taxoides: 10-diacetil baccatina (10-DAB),
cefalomanina y taxol utilizando un cromatdgrafo de liquidos (Agilent Technologies modelo
1100) con automuestreador, modelo 1200 y detector de arreglo de diodos. Se utiliz6 una
columna Fluophase RP de 150 mm x 4.6 mm de diametro y tamafio de particula de 5 um. El
instrumento se calibré a 205 nm de absorbancia. Cada extracto se diluyd con 500 pL de
metanol y se filtro a través de un acrodisco de 47 mm de diametro con membrana de nylon y
poro de 0.45 um (Millipore Co.), se inyectaron 50 pL en el equipo. El tiempo de analisis fue
de 14 min y la fase movil consistio de acetonitrilo (A) y una solucion B de 25% de
acetonitrilo en 0.01% de TFA, pH de 3.03 en una proporcién de 87:13 y flujo isocréatico de
1.8 mL min™ a 65 °C. Se hizo la curva de calibracion con estandares de taxol, cefalomanina 'y

10-diacetil baccatina, para optimizar el equipo en la lectura de las muestras.

3.10 Viabilidad celular

La viabilidad celular se analiz6 con el método de tincion que utiliza diacetato de fluoresceina
(FDA) por el método reportado por Widholm, 1972. Las muestras celulares se observaron
bajo un microscopio (Carl Zeiss, D-7082 modelo MC80 con luz polarizada, Oberkochen,

Germany), 1 min después de la aplicacion de la solucion de FDA.

3.11 Analisis estadistico

La significancia de los efectos de los tratamientos en la induccion de callos se determino

mediante el analisis de la varianza. Las variaciones de los tratamientos se analizaron
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mediante el uso de los procedimientos de Tukey (P= < 0.05). Los datos se analizaron con el

programa SAS.

En el experimento de elicitacion de células, se utilizd el disefio de medidas repetidas
mediante el analisis de modelos mixtos usando el procedimiento MIXED de SAS.

Las hipotesis a evaluar fueron:

Ho= tratamiento 1 = tratamiento 2 = tratamiento 3 vs. Ha= al menos 1 tratamiento es
diferente.

Ho= tiempol = tiempo2 = tiempo3 vs Ha= al menos 1 tiempo es diferente.

Ho= Existe interaccidn entre taxoides * tiempos vs Ha= no existe interaccion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Induccién de callos de Taxus globosa

La induccion de los callos de T. globosa requirié 40 d, el porcentaje mayor se obtuvo con
picloram + PVP (Cuadro 17). Los callos tuvieron color verde cristalino y textura friable, esto
probablemente porque el medio basal también tuvo influencia directa en la induccion de
callos con poca oxidacion y mejor respuesta a la induccion. Con los otros dos tratamientos los
callos eran de color café (Figura 24). No se presentd contaminacion por bacterias ni hongos
en los medios de cultivo. Se ha observado que los tejidos joévenes responden mejor a la
formacion de callos que los maduros o tejidos jovenes de arboles adultos (Brunakova et al.,

2004).

Cuadro 17. Porcentaje de induccién de callos a partir de aciculas.

Tratamiento  Fitorregulador  Induccidn de callos (%) Contaminacion por
hongos y/o bacterias (%)

1 PIC (PVP) 90 a* 0
2 PIC + NAA 70 b 0
3 NAA 50 ¢ 0

"Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.01).
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Figura 24. Callos de T. globosa. a) explante, b) induccién de callo, c) y d) crecimiento de
callo con PIC (PVP), e) oxidacion de callo con PIC + NAA, f) callo con NAA.

4.2 Contenido de taxoides en hojas de Taxus globosa
La acumulacion mayor de taxoides, especificamente de taxol y cefalomanina (un
intermediario en la biosintesis del taxol), se detect6 en el extracto crudo con metanol de las

hojas (Cuadro 18).

Cuadro 18. Determinacion del contenido (ug g-1 p. s.) de taxoides en hojas de T. globosa.

Extracto crudo 10-DAB Cefalomanina Taxol Cantidad total
(Mgg*p.s.)
Hojas/metandlico 0.518 b 1.684 a 1.418 a 3.620 a
Hojas/diclorometano 1.872a 0.112b 0.017b 2.001b

"Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.01).
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4.3 Contenido de taxoides en callos de Taxus globosa
El extracto crudo de callos con metanol tuvo la mayor concentracion de 10-diacetil baccatina.
La acumulacién mayor de 10-diacetil baccatina se registro en el extracto crudo metanélico de

callos del tratamiento 1.

El extracto crudo metandlico de callos con el tratamiento 2 tuvo la concentracion mayor de
cefalomanina y taxol. No se detectaron taxoides en el extracto crudo con el tratamiento 3
debido a que los callos tenian un alto grado de oxidacién (Cuadro 19). La produccion del
taxol en los callos depende de la morfologia y la edad del arbol. Algunos autores mencionan
que los callos producen mas taxol cuando son longevos y de color café que cuando son

jévenes y palidos (Brunakova et al., 2004).

Cuadro 19. Determinacion del contenido (ug g-1 p. s.) de taxoides en callos in vitro de T.

globosa.
Extracto crudo 10-DAB Cefalomanina Taxol Cantidad total
(Mgg*p.s.)
Callos trat. 1* 5.540 a* 0.596 a 0.182b 6.318 a
Callos trat. 2* 0.504 b 0.218 b 2.660 a 3.382Db
Callos trat. 3 N.d. N.d. N.d. N.d.

"Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.01). ~Extracto crudo

metandlico. N.d.: No detectado.
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4.4 Cromatografia en placa fina de alta resolucion (HPTLC) de taxoides del follaje de
Taxus globosa

Los extractos de hojas de Taxus globosa analizados por HPTLC presentaron un factor de
retencion similar al estdndar de 10-diacetil baccatina, taxoide que tiene el Rf menor entre los

analizados en la presente investigacion (Cuadro 20), (Figura 28).

Cuadro 20. Rf de las muestras de extracto de hojas de T. globosa y de los estandares.

Muestra Rf Color
(cm)
1. Hojas de Taxus 0.14  Beige
2. Taxol 0.35  Gris

3. 10-diacetil baccatina 0.14  Café
4. Cefalomanina 0.51 Gris

5. Hojas de Taxus 0.14  Beige

Figura 25. HPTLC de muestras de extractos de hojas de T. globosa y estandares. Carril 1.
Extracto de hojas de T. globosa; Carril 2. Estdndar de taxol; Carril 3. Estandar de 10
diacetil baccatina; Carril 4. Estandar de cefalomanina; Carril 5. Extracto de hojas de
hojas de Taxus.
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4.5 Andlisis de taxoides por cromatografia en placa fina de alta resolucion (HPTLC) a
partir de callos de Taxus globosa
Los callos de T. globosa mostraron factores de retencion (Rf) diferentes a los estandares

(Cuadro 21), esto pudo deberse a la oxidacion de los callos.

Cuadro 21. Rf de las muestras de extracto de callos de T. globosa y de los estandares.

Muestra Rf (cm) Color
1. Taxol 0.17 Gris
2. 10-diacetil baccatina 0.11 Café
3. Cefalomanina 0.20 Gris
4. Callos de Taxus 0 Nulo

4.6 Anélisis de esteroles y taxoides por cromatografia en placa fina (TLC) a partir de
callos de Taxus globosa
La biomasa fresca y seca de callos de T. globosa utilizada para la extraccion de los taxoides

para el primer método fue 9.794 y 0.415 gy 7.085 y 0.513 g para el segundo método

Los resultados de los factores de retencion de los esteroles y de los estandares de taxoides se
presentan en el Cuadro 22. Las muestras de los extractos de callos tuvieron una baja
resolucién que impidié observar tanto a los esteroles como a los taxoides, esto se debi6 a que
el método de extraccion no fue el adecuado. Siendo la recomendacion utilizar un volumen
suficiente de una mezcla de cloroformo:metanol (2:1) en lugar de diclorometano. Toda esta
mezcla se filtro y al filtrado obtenido se le hace particion con un volumen adecuado de agua.
La fase cloroférmica contiene entonces todos los compuestos liposolubles tales como

esteroides, triglicéridos, otros terpenoides, &cidos grasos.
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Cuadro 22. Rf de las muestras de extractos de callos de T. globosa, esteroles y

estandares.
Carril Rf Color
1. Sitoesterol 0.65 Azul
2. Campesterol  0.55y 0.65 Azul
3. Estigmasterol  0.55y 0.65 Azul
4. Escualeno 0.82 Rojo vino
5. Fitol 0.76 Morado
6. Callo 1 0 Nulo
7. Callo 2 0 Nulo
8.10-diacetil 0.19 Café
baccatina
9. Cefalomanina 0.48 Gris
10. Taxol 0.51 Gris

4.7 Cultivo de células en suspension de Taxus globosa

El aspecto fisico inicial y coloracion de los cultivos de células in vitro se observa en la Figura
26, segun el tratamiento evaluado. Los cultivos celulares se les adiciond: 1) &cido naftalen
acético, (NAA); 2) acido naftalen acético y cinetina (NAA/CIN); 3) &cido naftalen acético y
bencil amino purina (NAA/BAP); 4) &cido naftalen acético y picloram (NAA/PIC) y 5)
picloram y polivinilpirrolidona (PIC/PVP). La formacion de agregados celulares en los
cultivos de células en suspension es atribuida a la poca capacidad de separacion de las células
después de la division celular, aunado a la secrecion de polisacaridos extracelulares que
pueden ayudar a unir a las células. Sin embargo, la presencia de canales de citoplasma en las
paredes celulares conocidos como plasmodesmatas sugieren que la comunicacion intracelular

puede ser un proceso importante en el sistema metabélico (Kieran et al., 1997).
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El aspecto fisico inicial y final asi como la coloracion de los cultivos de células en suspension
de T. globosa es variable de acuerdo al regulador de crecimiento utilizado. EIl aspecto fisico
inicial y coloracion de los cultivos de células in vitro se observa en la Figura 26. El aspecto
fisico inicial de las células con acido naftalen acético (NAA) mostro un crecimiento regular
con células de color verde péalido y algunas que comenzaban a oxidarse (Figura 26-1). El
aspecto fisico inicial de los cultivos en suspension con la combinacion de acido
naftalenacético con cinetina (NAA/CIN) se reflej6 en un empardecimiento de las células
(Figura 26-2) o un enrojecimiento de las células (Figura 26-2 siguiente) provocando la
oxidacion de las células y bajo crecimiento celular. Respecto a los cultivos crecidos con la
combinacion de &cido naftalenacético y bencil aminopurina (NAA/BAP) mostraron una
mayor acumulacion de células oxidadas. La combinacion de acido naftalenacético y picloram
(NAA/PIC) favorecieron el crecimiento celular y la coloracion de los agregados celulares
formados fue de color amarillo palido. Con la combinacion de picloram y polivinilpirrolidona
(PIC/PVP) se generd una suspension de agregados celulares de color verde péalido. La
polivinilpirrolidona (PVP) es un agente antioxidante utilizado en cultivos vegetales in vitro
debido a que uno de los problemas méas comunes en el cultivo in vitro de tejidos vegetales es
la emision de sustancias fenolicas al medio de cultivo, la cual provoca afectaciones en el

desarrollo del explante (Silva et al., 1996).
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Figura 26. Aspecto fisico de los in6culos iniciales en cultivos de células en suspensién de
T. globosa. 1) NAA; 2) NAA/CIN; 3) NAA/BAP; 4) NAA/PICy 5) PIC/PVP.

El aspecto fisico final y coloracion de los cultivos de células in vitro se observa en la Figura
27. El aspecto fisico final de las células con acido naftalen acético (NAA) a los 35 d después
del cultivo (Figura 27-1) fue de una suspension fina de color verde palido, asi como a los 14
d después del cultivo (Figura 1-a). El aspecto fisico final de los cultivos en suspension con la
combinacidén de &cido naftalen acético y bencil amino purina (NAA/BAP) a los 21 d después
del cultivo (Figura 3) evidencio la oxidacion de las células, asi como a los 14 d después del
cultivo (Figura 3-a). Respecto a los cultivos crecidos con la combinacién de &cido naftalen
acético y picloram (NAA/PIC) a los 13 dias del cultivo se muestra un 6ptimo crecimiento
celular y color verde (Figura 4) y con la combinacion de picloram y polivinilpirrolidona
(PIC/PVP) a los 21 d después del cultivo genero una suspension celular fina de color verde
palido. El cultivo de &acido naftalen acético y cinetina (NAA/CIN) se elimind por la
oxidacion.
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Figura 27. Aspecto fisico final de los cultivos de células en suspension de T. globosa a los
dias indicados después del cultivo. 1) NAA a los 35 d después del cultivo; 1a) NAA a los
14 d después del cultivo; 3) NAA/BAP alos 21 d después del cultivo; 3a) NAA/BAP a los
14 d después del cultivo; 4) NAA/PIC a los 13 dias del cultivo y 5) PIC/PVP a los 21 d
después del cultivo. Nota: el cultivo de NAA/CIN se eliminé por la oxidacion.

El tratamiento utilizado para los experimentos de elicitacion se conformd a partir de los
cultivos de células en suspension crecidos con la combinacién de &cido naftalen acético y

picloram (Figura 28).

Figura 28. Aspecto fisico de los cultivos de células en suspension de T. globosa con acido
naftalen acético y picloram utilizados en este trabajo.
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Los patrones de formacién de agregados varian dependiendo de la linea celular, la edad del
cultivo y las condiciones de cultivo (Kieran et al., 1997); por eso, cualquier cambio en los
patrones de distribucion de agregados puede indicar variaciones del cultivo como respuesta a
factores ambientales. Por otro lado, la distribucién de tamafio de los agregados juega un papel
importante en el mezclado, nutrientes y transferencia de oxigeno, facilidad para la
purificacion de productos y con frecuencia esta directamente relacionada con la

productividad (McDonald et al., 2001).

4.8 Viabilidad celular en cultivos in vitro de células de Taxus globosa

Los resultados referentes a la viabilidad celular mostro el efecto de las hormonas a nivel
celular: en el medio adicionado con NAA/BAP las células de Taxus mostraron una
proliferacion celular dada por la bencil aminopurina que es una citocinina (Figura 29-a); en el
tratamiento con las fitohormonas NAA/PIC las células mostraron una elongacion y
separacion celular debido a que ambas son auxinas (Figura 29-b). En el tratamiento con NAA
las células se mostraron alargadas y formando conjuntos (Figuras 29-c y la siguiente). La
prueba de FDA mostrd la fluorescencia de las células, lo que indic6 que los cultivos celulares

se mantuvieron viables a lo largo del tiempo del cultivo in vitro.
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a NAA/BAP b NAA/PIC

Figura 29. Células en medio B5 con: a) NAA (acido naftalenacético)/BAP (Bencil amino
purina; b) células en medio NAA (acido naftalen acético/PIC (picloram) y c) células en
medio NAA (acido naftalen acético).

4.9 Incremento de la produccion de taxoides utilizando elicitacion en cultivos de células
en suspension de Taxus globosa

En un estudio preliminar, se ensayaron en cultivos in vitro, el efecto de una combinacion de
dos elicitores: butionina de sulfoximina (BSO) y peroxido de hidrogeno (H,O,) sobre la
produccion de taxoides. Las células de T. globosa crecieron mas rapido en medio de cultivo
B5 de Gamborg con los reguladores de crecimiento acido naftalenoacético y picloram.
Durante el ciclo de crecimiento de las células, éstas mantuvieron mas del 95% de la

viabilidad celular. Cultivos de células de control produjeron 10-diacetil baccatina Il (DAB)
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2156, cefalomanina (CEF) 541,0 y taxol (TAX) 115.15 ug por g de peso seco, los cuales se
analizaron mediante cromatografia liquida. La elicitacion con 0.2 uM de H,O, y 0.8 uM de
BSO indujo 4.4 veces DAB Il y 32.2 veces la produccién de taxol mientras que la

produccion de cefalomanina se redujo por completo.

4.9.1 Crecimiento celular

Los efectos de los elicitores: jasmonato de metilo, etanol y la combinacion de butionina de
sulfoximina y perdxido de hidrogeno en el peso seco de células en suspension de T. globosa

se muestran en la Figura 30.
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Figura 30. Peso seco (mg) de las células control y elicitadas con jasmonato de metilo,
etanol-1, etanol-2 y la combinacién de butionina de sulfoximina y peréxido de
hidrogeno. Los datos son el promedio de 2 repeticiones. Barras indican la desviacion
estandar.

La ganancia maxima de biomasa seca (0.102 mg) se obtuvo con los tratamientos de butionina
de sulfoximina y peroxido de hidrégeno, con pH de 5.5, en el octavo dia después de la

siembra. Con el elicitor de jasmonato de metilo se presentd el menor crecimiento en el octavo
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dia (0.087 mg). Las funciones biologicas del acido libre y del metil éster es la inhibicion del
crecimiento y la promocion de la senescencia, respectivamente (Pauwels et al., 2009). Los
cultivos crecidos en medios de cultivo B5 con 13.4 uM de &cido naftalenacético NAA 'y 6.72
uM de picloram, herbicida que es usado como sustituto de auxina, presentaron el mejor
crecimiento y una coloracion verde, es importante mencionar que las células en suspension de
T. globosa formaron agregados celulares. Edahiro y Ski (2006) mencionan que las células
vegetales en suspension tienden a formar agregados de manera natural ya que al dividirse no
se separan adecuadamente, lo cual puede afectar la produccion de metabolitos secundarios,
probablemente debido al estrés nutricional, especialmente de oxigeno, que es causado por la
limitacion a la transferencia de masa en los agregados y por la diferenciacion celular dentro
de los mismos; ademas el aumento de las interacciones intercelulares puede facilitar el
intercambio de sefiales y metabolitos, necesarios en la sintesis de algunos metabolitos
particulares. Ademads, la cantidad de inoculo también puede afectar la formacion de
metabolitos en cultivos de células vegetales (Wang et al., 1997). En cultivos en suspension de
T. chinensis, el tamafio de indculo (1.5 a 6.0 g de peso seco L™) afecté significativamente el
crecimiento celular y acumulacion de taxol intra y extracelular (Wang et al., 1997). Por lo
tanto, la cantidad de in6culo, el periodo de subcultivo, la intensidad de luz y el fotoperiodo,
son factores decisivos para la multiplicacién, apariencia fenotipica, produccion de taxol y
proliferacion de células de Taxus spp. (Navia-Osorio et al., 2002). Aunque la adicion de un
elicitor puede estimular la sintesis del metabolismo secundario, también puede causar
inhibicion del crecimiento y una rapida pérdida de la viabilidad celular. Diferentes autores
como Yuan et al., (2002a) y Qiao et al., (2003) discuten respecto a la disminucion de la
viabilidad celular, proponen que se debe al efecto directo de los elicitores sobre las células o,
a la alta acumulacién de metabolitos secundarios, lo que podria ser toxico para las células. En

este sentido, se ha encontrado que los metabolitos secundarios involucrados en los
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mecanismos de defensa inducen apoptosis (Solomon et al., 1999; Knight et al., 2001).
Estudios llevados a cabo en T. chinensis revelaron que la formacion del taxol esta relacionada
con la muerte celular (Ma et al., 2002; Exposito et al., 2009). Los valores obtenidos de las
unidades pH asi como del volumen de medio gastado se observan en las Figuras 2 y 3,
respectivamente. La mayoria de los cultivos celulares se establecieron a un pH de 6.2. La
Figura 31 muestra que las unidades de pH de los cultivos oscilaron en el rango de 5.2 a 6.2,
se debe tener en cuenta que el mismo cambia durante el curso del cultivo y se destaca que son

unidades pH eficientes para los cultivos en T. globosa.
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Figura 31. Determinacidn del pH en el medio de cultivo. Células control y elicitadas con
jasmonato de metilo, etanol-1, etanol-2 y butionina de sulfoximina con perdxido de
hidrégeno. Barras representan la desviaciéon estandar.

Los cambios en el pH pueden afectar la produccion de metabolitos, como se demuestra en la
conversion de triptéfano en triptofol, en donde la cantidad de producto a pH 6.3 constante es
el doble que a pH variable y la sintesis se inhibe totalmente si el pH decae a 4.8 (Robert et

al., 1991).
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Respecto al volumen de medio consumido, éste fue de consumo ascendente en el tratamiento

con jasmonato de metilo, seguido del tratamiento con EtOH-2 (Figura 32).
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Figura 32. Determinacion del volumen de medio consumido. Células control y elicitadas
con jasmonato de metilo, etanol-1, etanol-2 y butionina de sulfoximina con peréxido de
hidrégeno. Barras representan la desviacion estandar.

4.9.2 Produccion de taxoides en cultivos de células de Taxus globosa

La elicitacion consiste en inducir la biosintesis de metabolitos por exposicion de los cultivos
a moléculas capaces de causarle una situacion de estrés. Esta presencia determina la
expresion de genes asociados con las enzimas catalizadoras de diferentes vias metabolicas
(Roberts & Shuler, 1997). La Figura 33 muestra el efecto de los elicitores: jasmonato de
metilo, etanol y la combinacion de butionina de sulfoximina y peroxido de hidrogeno en

respuesta al contenido del taxoide: 10-diacetil baccatina en células de T. globosa.
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Figura 33. Efecto de la aplicacion de los elicitores: jasmonato de metilo, etanol (EtOH) y
la combinacién de butionina de sulfoximina (BSO) y pero6xido de hidrogeno (H202) en
la produccion de 10-diacetil baccatina, expresado como pg g-1 de peso seco, en cultivos
de células de Taxus globosa. Los datos son el promedio de 2 repeticiones. Barras indican
la desviacion estandar.

La respuesta de elicitacion con la combinacion de butionina de sulfoximina y perdxido de
hidrégeno registré la méaxima cantidad de los taxoides. La mayor acumulacién de 10-diacetil
baccatina se registré en el sexto dia con una produccién de 1,662.15 pg g™ de peso seco en
las células elicitadas con la combinacién de BSO y H,0,, a un pH de 6.0, por lo que se
incremento 80.7 veces el contenido de 10-DAB con respecto al control en el sexto dia. En el
dia 10 se incrementd 21.66 veces el contenido de 10-DAB con respecto al control, a pH 6.3

(Cuadro 23). En el octavo dia no se registré acumulacion de 10-DAB.
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Cuadro 23. 10-DAB acumulada en cultivos de células en suspension de T. globosa
control y elicitados.

Elicitor 10-DAB (ug g™ peso seco)
MelJA 10.78

EtOH-1 193.5

EtOH-2 0

BSO-H,0, 309.12

Control 13.64

El jasmonato de metilo incrementd 2.85 veces la cantidad de 10-DAB con respecto al control
en el octavo dia a un pH de 5.73. Barradas et al., (2010), en una linea celular de T. globosa,
utilizando 1 uM de jasmonato de metilo como elicitor, mostré a los 10 d una produccion de
6.45 mg L™ de baccatina Ill; con una produccién de biomasa de 6.85 g L™ con la
concentracion de 10 uM del elicitor e indicando que estas lineas celulares utilizadas no
contenian taxol ni 10-DAB. La concentracion de etanol-uno incrementd 13.19 veces el
contenido de 10-DAB en el dia 10 con respecto al control a un pH de 5.54. Finalmente la
concentracion de etanol-dos incremento 1.04 veces el contenido de 10-DAB en el dia 10 con
respecto al control a un pH de 5.4. El etanol induce la expresion de genes en el crecimiento y
el desarrollo vegetal (Deveaux et al., 2003) en Arabidopsis thaliana (Roslan et al., 2001). En
el trabajo de Kang et al., (2011), durante la senescencia en hojas de arroz, se detectaron
triptofano y metabolitos secundarios derivados del triptéfano tales como la serotonina y 4-
coumaroilserotonina con actividad antifingica y antioxidante, respectivamente, se
acumularon debido al metanol, se menciona que ningun solvente utilizado como el etanol,
acetaldehido, isopropanol, formaldehido o acido formico mostré la induccién de derivados de
serotonina como el metanol (Kang et al., 2011). Por lo que la induccion de la sintesis de estos

derivados de serotonina bajo el tratamiento de elicitacion con metanol fue cercanamente
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relacionada y asociada con el incremento transitorio en la actividad de la enzima clave de la
serotonina y derivados de serotonina fendlica-CoA, lo que sugirio un rol clave del metanol
como un elicitor enddgeno para el incremento de la biosintesis de metabolitos primarios
como el triptéfano y secundarios; asi como la induccién de varios factores de transcripcion
como los de la familia WRKY que mostraron patrones de induccion significativos, de los
cuales WRKY14 juega un rol regulatorio clave en la biosintesis del triptéfano y de
metabolitos secundarios derivados del triptéfano. Por tanto, la aplicacion de etanol exdgeno
en las células de T. globosa podria estar ayudando a la formacion de la biosintesis del
aminoacido fenilalanina para que se exprese la enzima aminomutasa mediante una
fenilalanoil Co-A, dando con 100 pL de etanol una mayor concentracion del taxoide 10-

diacetilbaccatina I11.
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Figura 34. Efecto de la aplicacion de los elicitores: jasmonato de metilo, etanol (EtOH) y la
combinacion de butionina de sulfoximina (BSO) y peroxido de hidrégeno (H,O;) en la
produccion de cefalomanina, expresado como pg g™ de peso seco, en cultivos de células de
Taxus globosa. Los datos son el promedio de 2 repeticiones. Barras indican la desviacion
estandar.

El mayor contenido del taxoide cefalomanina se detectdé en el octavo dia en las células
elicitadas con BSO y perdxido de hidrégeno a un pH de 5.5 con una produccion de 334.32 g
g™ de peso seco, por lo que se incrementd 1.82 veces respecto al control (Figura 34). En el
dia 10 hubo una acumulacién de 217.69 pg g™ de peso seco en el mismo tratamiento a un pH
de 6.3, por lo que el incremento fue de 78.74 veces respecto al control (Cuadro 24). Con los
demés elicitores no hubo incremento de cefalomanina (Figura 34). Aunque la cefalomanina
tiene menor actividad anticancer que el taxol, éste se puede utilizar como material de inicio
para la semi-sintesis del taxol (Lan et al., 2002). En otras especies de Taxus, Lan et al.,
(2002), en cultivos de células de T. chinensis adicionaron 100 uM de jasmonato de metilo y
el rendimiento obtenido fue de 17 mg L™ de cefalomanina. El contenido de cefalomanina en
cultivo de células de T. baccata elicitadas con 100 uM de jasmonato de metilo fue de 3.6 mg
L™ (Yukimune et al., 1996; Malik et al., 2011).

Cuadro 24. Cefalomanina acumulada en cultivos de células en suspension de T. globosa
control y elicitados.

Elicitor Cefalomanina (ug g™ peso seco)
MeJA 0.417

EtOH-1 0

EtOH-2 0

BSO-H,0; 217.69

Control 2.73
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Figura 35. Efecto de la aplicacion de los elicitores: jasmonato de metilo, etanol (EtOH) y
la combinacién de butionina de sulfoximina (BSO) con peréxido de hidrégeno (H202) en
la produccién de taxol de células de Taxus globosa. Los datos son el promedio de 2
repeticiones. Barras indican la desviacién estandar.

La elicitacion con la combinacion de butionina de sulfoximina y peréxido de hidrégeno en la

produccion del taxol fue de 86.78, 84.2 y 157.0 pg g™ de peso seco en el sexto, octavo y

décimo dia respectivamente, en unidades pH de 6.0, 5.5y 6.3 (Figura 35, Cuadro 25).

Cuadro 25. Taxol acumulado en cultivos de células en suspension de T. globosa control y

elicitados.
Elicitor Taxol (ug g™ peso seco)
MeJA 0
EtOH-1 0
EtOH-2 0
BSO-H,0, 157
Control 0.0005
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Algunos estudios indican que el estres oxidativo (en particular la acumulacion de H,0,
intracelular y extracelular) podria ser un factor que promueva la biosintesis del taxol y otros
taxoides relacionados. Xu et al. (2005), mostraron que células de T. cuspidata responden al
acido oleico con una explosion oxidativa tanto para la produccion de peroxido de hidrégeno
intracelular como para la produccion de oxigeno superoxido extracelular (O2). El incremento
de la produccion de los taxoides por elicitacion es generalmente acompafiado por un estallido
oxidativo (Yu et al.,, 2002), que es el aumento transitorio en la produccion de especies
reactivas de oxigeno ocurriendo en un namero de interacciones planta-patogeno. El peroxido
de hidrogeno juega un papel importante en la activacion de la enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL) y en la acumulacion de compuestos fendlicos. Varios grupos de investigacion han
demostrado que la expresion de un nimero considerable de genes, se regula por el peroxido
de hidroégeno (Rady y Nazif, 2005). En cultivos de suspension de Arabidopsis thaliana, el
peréxido de hidrégeno indujo la expresion de genes que codifican para la glutation-S-
transferasa, fenilalanina amonio liasa (Rady y Nazif, 2005). La biosintesis de la cadena lateral
de N-benzoil fenilisoserinoil del taxol comienza con la conversion de 2S-a-fenilalanina a 3R-
B-fenilalanina por la fenilalanina aminomutasa (Walker et al., 2004). Los taxoides son
compuestos polihidroxilados, por lo que el H,O; ha sido utilizado en reacciones de biosintesis
que involucran peroxidasas en reacciones de hidroxilacion y halogenacién en organulos como
los peroxisomas (Foyer et al., 1994). Por lo tanto, el H,O, funciona como segundo mensajero
y como sefial difusible que activa genes relacionados con defensa (Lee et al., 2001), ademas,
de que el H,O, induce produccidn de &cido salicilico (AS), y que éste a su vez afecta a todas
las enzimas antioxidantes (Knorzer et al., 1999). La respuesta inicial a H,O, puede a la vez
reducir y/o amplificar la sefial oxidativa, permitiendo clasificar o tener una respuesta

controlada a varios eventos particulares de elicitacion (Suzuki y Mittler, 2006).
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Vera et al., (2013), estudiaron en cultivos de raices de Uncaria tomentosa la produccion de
los alcaloides monoterpenicos oxindélicos: 3a-dihidrocadambina y dolicantosido, los cuales
fueron estimulados mediante la elicitacion con perdéxido de hidrégeno (0.2 mM), alcanzando
niveles de 886.4, 847.7 y 87.5 mg.g de peso seco, en el dia 8, y fue 1.7, 2.1, y 2,3 veces
mayor con relacion al control. Asi mismo, en cultivos de raices de U. tomentosa elicitados
con una combinacién de 0.8 mM de butionina de sulfoximina y 0.2 mM de acido jasménico
(BSO-JA) produjeron dos veces mas alcaloides que los cultivos tratados con peroxido de

hidrogeno.

El glutation es un metabolito antioxidante que protege a las células contra efectos de estrés
desfavorables a través de la activacion de varios mecanismos de defensa debido a su
participacion y mantenimiento del potencial de 6xido-reduccidn en las células contra el estrés
oxidativo. Ademas, toma parte en la remocién del H,O,, en una reaccion en la cual el grupo
tiol de la cisteina en glutation se oxida para formar GSSG. Por otra parte, la butionina de
sulfoximina, BSO, (Férmula molecular: CgHisN,OsS, peso molecular: 222.305 g mol™), es
un aminodcido sintético que agota la fuente de glutation en las células, y hace que sea un
agente de la disminucion e inhibicion de la sintesis del glutatién intracelular. Este compuesto
es un inhibidor irreversible de la y-glutamilcisteina sintetasa que es una enzima clave
requerida en el primer paso de la biosintesis del glutation. Bajo condiciones de no estrés, mas
del 90% del total del glutation esta en forma reducida (GSH) y de esta forma prevé la
formacion de puentes disulfuro intermoleculares, asi, asegura la correcta construccion y
apropiada actividad de las proteinas. Los altos niveles de GSH comparados con su forma
oxidada (GSSG), es mantenida por la glutation reductasa la cual regenera GSH de GSSG
usando NADPH como agente reductor (Foyer et al., 1994b), bajo condiciones de estrés, la

relacion de GSH y GSSG decrece, porque el GSH es usado para la reduccion del exceso de
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H,0, en el ciclo glutation ascorbato (Foyer y Noctor, 2000). La inhibicion del glutation
induce el estrés oxidativo en los cultivos celulares de T. globosa, incrementando la

produccion de metabolitos secundarios, lo que favorece la biosintesis de taxoides.

Los taxoides se aislan a partir de callos, células en suspension y del medio de cultivo celular
(Expésito et al., 2009), en esta investigacion se aislaron a partir de células. La produccién de
taxol puede variar de 10 a 23.3 ug g™ de peso seco en callos de Taxus spp. (Wickremesinhe y
Arteca 1993; Brunakova et al., 2004), en callos de T. globosa la produccion de taxol es de 26
g g™ peso seco de taxol (Barrios et al., 2009), mientras que en el medio de cultivo de células
en suspension los rendimientos pueden variar de 0.008 a 110 mg L™ en cultivos celulares de
T. baccata y T. media, respectivamente (Yukimune et al., 1996; Vanek et al., 1999).
Respecto a los rendimientos de taxol en cultivos de células en suspension de T. baccata sin
elicitacion son: 1.02 mg L™ (Khosroushahi et al., 2006), 0.008 mg L™ (Vanek et al., 1999) y
1.54 mg L™ (Srinivasan et al., 1995). Los rendimientos de taxol con elicitacién de jasmonato
de metilo ha sido de 48.3 mg L™ (Yukimune et al., 1996). En T. cuspidata el rendimiento sin
elicitacion es de 0.30 mg L™ (Roberts et al., 2003). En células en suspension de T. canadensis
sin elicitacién el rendimiento fue de 0.05 mg L™ (Linden and Phisalaphong, 2000) y con
elicitacion con jasmonato de metilo fue de 0.34 mg L™ (Linden and Phisalaphong, 2000). En
cultivos en suspension de T. media con elicitacién con jasmonato de metilo se obtuvo un
rendimiento de 110 mg L™ (Yukimune et al., 1996). Existe un alto grado de variacion de
algunos genes implicados en la biosintesis del taxol en poblaciones naturales del tejo de la
Peninsula Ibérica, lo que indica que algunos genes varian dentro de una misma poblacién y
también entre las diferentes poblaciones (Burgarella et al., 2012). Parte de la variacion
detectada es fruto de las presiones ambientales particulares de cada bosque de Taxus, asi que

es posible gue existan nuevas variantes moleculares de los genes implicados en la produccion
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de taxol en las diferentes poblaciones mundiales de tejo (Burgarella et al., 2012). En cultivos
de células de 14 d de edad T. x media cv. Hicksii se usé una extraccion de pentano para
buscar intermediarios en la biosintesis de taxol, bloqueando pasos tardios para poder
acumular precursores prematuros y después de la cosecha, éstas células produjeron 5.1 pg g‘1
de peso fresco de taxol, una contribucion de 0.55 mg de taxol en el cultivo entero (Ketchum y
Croteau, 2006). Ademaés, Kim et al., (2005) sefialan que, después del tratamiento con
jasmonato de metilo, la pérdida de viabilidad celular parece relacionarse con un alto nivel de
taxol y otros taxoides, en lugar del efecto propicio del jasmonato de metilo. Yuan et al.,
(2002b), comprobaron que la adicion de taxol en cultivos en suspension de T. cuspidata altera
la expresion genética y se induce apoptosis celular. Ketchum y Croteau (2006), indicaron que
la cantidad de taxol en células de extractos metanolicos de T. x media cv. Hicksii obtenidas
después de 2 semanas de subcultivo fue de 42.6 ug g™ de peso fresco sin elicitar. Ademas,
mencionan que el contenido de taxol en células es cerca del 30 a 35%, mientras que del 65 a
70% de taxol se libera en el medio de cultivo, y que sélo cerca del 6% de taxa-4,11-dieno
producido se transforma en taxol, mientras que el 84% comprenden a otros taxoides que se
consideran como productos finales o de rutas laterales en la biosintesis. La enzima taxadieno
sintasa es la enzima responsable que origina la ciclizacién del geranilgeranildifosfato a taxa-
4,11-dieno siendo un paso lento en la biosintesis del taxol. Esta enzima es sin embargo,
suficientemente activa para promover la formacion de altos niveles (85%) de otros taxoides
en cultivos celulares. La redireccion genética de la ruta hacia la formacién del taxol, y lejos
de rutas alternativas para otros taxoides, puede ser la manera mas eficiente de incrementar los
rendimientos de taxol (Hung et al., 2005; Ketchum y Croteau, 2006). Resultados obtenidos
por otros investigadores (Holden et al., 1988) corroboran el hecho de que la respuesta de los
cultivos celulares con la elicitacion puede variar debido a los diferentes estados del ciclo de

crecimiento, edad y cantidad del in6culo. Abbasi et al. (2012) probaron cuatro diferentes
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medios de cultivo (WPM, B5, MS y SH), concluyendo que el medio de cultivo no solo afecta

el rendimiento del taxol sino que también afecta significativamente las cantidades de taxol

secretado por las células.

Los Cuadros 26, 27 y 28 muestran los respectivos promedios de la produccion de los taxoides
junto con las desviaciones estandar.
Cuadro 26. Promedios de la produccion del taxoide 10 diacetil baccatina y desviaciones

estandar.
10 DAB

TRAT 1 2 3 4 5

Tiempo
1 20/8+ 29/41+ 13/6+ 41/58+ 1665/100+
2 17/25+ 69/25+ 0/0+ 27/25 + 0/0+

3 13/5+ 10/0% 179/76+ - 309/6+

1: control, 2: jasmonato, 3: etanol-1, 4: etanol-2, 5: peréxido de hidrogeno + butionina.

Promedio/desviacién estandar.

Cuadro 27. Promedios de la produccion del taxoide cefalomanina y desviaciones
estandar.

Cefalomanina

TRAT 1 2 3 4 5

Tiempo
1 0/0+ 0/0+ 0/0+  0/0t 0/0+
2 0/0+  0.7/1t 0/0+ 0/0+  334/17+

3 2/3+ 0.4/0.5+  0/0% - 217/2+

1: control, 2: jasmonato, 3: etanol-1, 4: etanol-2, 5: peroxido de hidrogeno + butionina.

Promedio/desviacién estandar.

101



Cuadro 28. Promedios de la produccion del taxoide taxol y desviaciones estandar.

Taxol
TRAT 1 2 3 4 5
Tiempo
1 0/0£ 0/0£ 0/0£ 0/0  87/32%
2 0/0+ 0/0+ 0/0+ 0/0t 85/47+
3 0/0£ 0/0£ 0/0+ 0/0+ 157/53%

1: control, 2: jasmonato, 3: etanol-1, 4: etanol-2, 5: peroxido de hidrogeno + butionina.

Promedio/desviacién estandar.

Existe efecto de tratamientos (Cuadro 29), siendo el tratamiento con peréxido de hidrdgeno y
butionina de sulfoximina de 110.15 y el resto cero. No existe efecto de tiempo, no hay

interaccion entre tratamientos*tiempo.

Cuadro 29. Medias ajustadas de los tratamientos.

Tratamientos Medias ajustadas

BSO-H,0, 110.15 a
Jasmonato 0 b
Etanol-1 0 b
Etanol-2 0 b
Control 0 b

Ajuste de la estructura de covarianzas, mediante modelos mixtos. Los modelos mixtos
son los que incluyen tanto efectos fijos como efectos aleatorios. Mediante su uso es posible
ajustar la estructura de covarianzas y estimar los errores estandar mas adecuados para las

diferentes comparaciones, acorde con las caracteristicas de cada conjunto de datos.
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Estructura de covarianzas. Existen numerosas opciones para modelar la estructura de
covarianzas. Entre las que resultan mas adecuadas son: 1) simétrica compuesta, 2) sin

estructura y 3) autorregresiva de primer orden.

Estructura simétrica compuesta. Resulta adecuada cuando las lecturas en todos los tiempos
tienen la misma varianza y todos los pares de medidas en la misma unidad experimental
tienen la misma correlacion. Ello implica que el Gnico aspecto de la covarianza entre medidas
repetidas es debido a la contribucion comun de la unidad experimental, sin importar la

distancia en el tiempo.

Modelacién no estructurada. En este caso se trabaja con una estructura abierta, sin realizar
ningln supuesto sobre igualdad de varianzas o correlaciones. Esta alternativa tiene la
desventaja de que no aprovecha las tendencias de varianzas y covarianzas en el tiempo,
ademas de que a menudo se obtienen patrones erraticos de estimaciones de los errores

estandar (Littell et al., 1998).

Estructura autorregresiva de primer orden. Si existe una tendencia en las correlaciones de
las observaciones dentro de cada unidad experimental, ésta puede ser modelada usando esta
estructura. Esta estructura supone que la correlacion dentro de las unidades experimentales es

inversamente proporcional al espaciamiento en el tiempo.

Criterios de informacion.

Las anteriores estructuras de covarianza pueden compararse objetivamente usando las

pruebas de bondad de ajuste o criterios de informacion que se generan para cada estructura.

El criterio de seleccion consiste en escoger el modelo con el valor méas bajo de AIC. (Gémez

et al., 2012), por lo tanto se eligio a la estructura matricial no estructurada (Cuadro 30).
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Cuadro 30. Valores de los coeficientes del criterio de informacion de Akaike (AIC) y del
criterio bayesiano de Schwarz (SBC) para las diferentes matrices de varianza-
covarianza del error en la produccion de tres taxoides.

Estructuras matriciales de varianza-covarianza del error

Coeficiente Simétrica No estructurada Autoregresiva  de
Compuesta orden 1
AIC 433.5 427.5 434.1

En los tres tiempos hubo diferencias significativas ajustadas en los tiempos: tiempo 6= 87,
tiempo 8= 85.39 y tiempo 10= 157.33. La diferencia entre BSO-H,0, con el control es de
110.14, BSO-H.0; y jasmonato= 110.14; BSO-H0, y EtOH-1: 110.15; BSO-H,0, y EtOH-
2: 110.15. Hubo diferencias significativas entre tratamientos debido a las diferencias
ajustadas con respecto al control, jasmonato, EtOH-1 y EtOH-2 con respecto al tratamiento
de pebu en los tiempos 6, 8 y 10 (Cuadro 7). 87 a 157 es mas grande en el tiempo 10 y es
cuando se dispara las producciones de los taxoides con BSO-H,0,. En promedio la diferencia

es 110.14 (Cuadro 31).

Cuadro 31. Diferencias significativas ajustadas en tiempos mediante el modelo mixed.

BSO-H,0, Control1 Jasmonato Etanol -1 Etanol-2

Tiempo 110.15 110.14 110.15 110.15 110.15
6 87.72* 87.72* 87.72* 87.72* 87.72*
6 87.72* 87.72* 87.72* 87.72* 87.72*
6 87.72* 87.69* 87.69* 87.69* 87.69*
8 85.39* 85.39* 85.39* 85.39* 85.39*
8 85.39* 85.39* 85.39* 85.39* 85.39*
8 85.39* 85.39* 85.39* 85.39* 85.39*
10 157.33* 157.30*  157.30* 157.30*  157.30*
10 157.33* 157.30*  157.30* 157.30*  157.30*
10 157.33* 157.30*  157.30* 157.30*  157.30*
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Esquema resumido de los pasos que deben seguirse para evaluar cualquier experimento que

involucre medidas repetidas:

1. Generar el correspondiente paso DATA en SAS, con toda la informacion que se habra
de incluir en el modelo: variables respuesta y factores, tanto fijos como aleatorios.

2. Correr, para el conjunto de datos, los procedimientos MIXED para la evaluacion de
las tres estructuras de covarianzas sugeridas: a) simétrica compuesta, b) sin estructura
y C) autorregresiva de primer orden. Es necesario generar un procedimiento MIXED
para cada una de las estructuras.

3. Con base en el criterio de informacion bayesiano de Schwarz (BIC) o Akaike (AIC),
elegir la estructura de covarianzas mas adecuada para el conjunto de datos.

4. Evaluar el anlisis de varianza correspondiente a la estructura escogida.

5. Realizar las comparaciones de medias que sean del caso, con base en los resultados

del correspondiente analisis de varianza.
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CONCLUSIONES

1.- El mejor tratamiento de induccion de callos es mediante el uso de picloram mas el agente

antioxidante PVP.

2.- El contenido mayor de taxol se registro en el extracto metanolico del cultivo in vitro de
callos con la adicion de picloram maés acido naftalenacético y en el extracto crudo metanolico

de hojas.

3.- Se identifico a 10-diacetil baccatina por HPTLC en extractos de hojas, en extractos de

callos no se identifico a los taxoides debido a la oxidacion de los callos.

4.- Los extractos de callos para la identificacion de esteroles por cromatografia en capa fina

(TLC) presentd baja resolucion.

5.- La prueba de FDA reveld que 95% de las células fluorescen, indicando que los cultivos

celulares se mantienen viables (a lo largo del tiempo del cultivo in vitro.

6.- La produccion de taxoides en cultivos de células en suspension de Taxus globosa varia de
acuerdo a la naturaleza del elicitor adicionado al medio, pero también al estado de
crecimiento del cultivo de las células. La inhibicién del glutation induce el estrés oxidativo en
los cultivos celulares, incrementando la produccion de metabolitos secundarios, lo que

favorece la biosintesis de taxoides.
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APENDICE

A-1 Preparacion del reactivo de anisaldehido

Se mezcla en un bafio de hielo 9 mL de H,SO,4, 85 mL de metanol, 10 mL de &cido acético y

0.5 mL de anisaldehido.
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