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ELICITACION DE RAICES CULTIVADAS

IN VITRO DE Brugmansia candida

(SOLANACEAE) CON L-ARGININA, PRECURSOR DE ALCALOIDE S

DEL TROPANO

ELICITATION OF IN VITRO CULTIVATED ROOTS OF

Brugmansia candida (SOLANACEAE) WITH L-

ARGININE, PRECURSOR OF TROPANE ALKALOIDS

RESUMEN

Los géneros de la familia Solanaceae son estudipdosla presencia d
alcaloides del tropano, los cuales son utilizados deversos tratamiento
médicos por actuar sobre el sistema nervioso pieofépor tal razén, raice
cultivadasin vitro de Brugmansia candida, en elmedio Schenk y Hildebranc
(SH) fueron elicitadas con L-Arginina a 10, 10060@ mg/L, para evaluar s
efecto en la producciéon de escopolamina. Alicuataslas raices normale
elicitadas se extrajeron con diclorometano en Sxtduyos extractos ¢
reconstituyeron en 1.0 mL de buffer fosfato a pH. &.a concentracion d
escopolamina fue determinada por HPLC, empleanduoébdo del estand:
externo. A 1000 mg/L de L-Arginina (tratamiento € produjo la mayo
concentracién de escopolamina en base seca (10/43 ahdia 15.

PALABRAS CLAVE: Escopolamina, hiosciamina, HPLC, L-Arginina, raic
normales

ABSTRACT

Genera of the Solanaceae family have been investigated for the presence of
tropane alkaloids; they are used in the treatment of several diseases because of
their action on the peripheral nervous system. Therefore, in vitro root cultures
in the media Schenk and Hildebrandt (SH) of Brugmansia candida were
elicitated with L-Arginine at 10, 100 and 1000 mg/L, to evaluate their effectsin
scopolamine production. Elicitated normal root aliquots were extracted in
Soxhlet with dichloromethane. The concentrated extracts were dissolved in 1.0
mL of phosphate buffer at pH 6.0 to determine the scopolamine contents by
HPLC and following the external standard method. The roots at 1000 mg/L
(treatment 3) gave the highest scopolamine contents on dry bases (10.13 mg/g)
at day 15.
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1. INTRODUCCION Duboisia,
Brugmansia candida es un hibrido natural entB aurea

y B. versicolor (ambos de la familia Solanaceae) que se
encuentra distribuido en todos los climas y rebede
Colombia especialmente en la regién Andina [R].
candida produce particularmente escopolamina, usada en
medicina contra espasmos en la vejiga, del iniestide

la vesicula biliar; también se emplea para prevehir
asma y aliviar la enfermedad de obstruccién pulmona
crénica|2].

Los alcaloides del tropano, tales como escopolgmina
hiosciamina y otros ésteres de la tropina (verréigl),
constituyen uno de los grupos de metabolitos seriosd
(MS) més distintivos de la familia Solanaceae, suya
plantas son de importancia econémica en los sectore
agricola y farmacéutico[3]. Por ejemplo, se han
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Brugmansia y Atropa evaluando el contenido de los
alcaloides del tropano caaices transformads|.
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Figura 1. Estructura de algunos alcaloides debimop

En el génerdrugmansia los alcaloides del tropano son
biosintetizados principalmente en las raices y eledll

son translocados a la parte aérea de la planta.
Consecuentemente, el cultivim vitro de las raices
normales y transformadas de especie8rgmansia es

una alternativa tecnolégica apropiada para prodstos
alcaloideq4, 5|.

La obtencion de los alcaloides del tropano mediante
sintesis quimica es dificil y costosa; pero elivolin
vitro es una alternativa interesante, desde la cual se
garantiza un abastecimiento estable, uniforme e,
independiente de las variaciones estacionales lagle
condiciones del medio circundante [4]. Se han zadb
muchos  esfuerzos para  desarrollar  métodos
econdémicamente viables para la obtencion de attedoi
del tropano, principalmente de hiosciamina y
escopolamina, mediante la técnica de cultivo de
suspensiones celulares.

La ruta biosintética de los alcaloides del tropase,
resume en la figura 2.
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Figura 2. Ruta biosintética propuesta para loslailies del
tropano. ADC, arginina descarboxilasa; ODC, oraitin
descarboxilasa; PMT, putrescina N-metiltransferaBa#O,
diamina oxidasa; TR, tropinona reductasa; y H6ldstiamina

6B—hidroxilasal6].

Los alcaloides del tropano siguen la via de lagsgtna,
gue es un producto de la ornitina a través de riia
descarboxilasa (ODC) o de la arginina a travésade |
arginina descarboxilasa (ADC) o entre ambas. La
putrescina es a su vez N-metilada por la putresidina
metiltransferasa (PMT)6]. Seguidamente es deaminada
oxidativamente por la enzima diamina oxidasa (DA&O)
4-aminobutanal que se cicla espontaneamente iahcat
1-metil-O0%pirrolinium, el cual se condensa con el 4cido
acetoacético para producir higrina o sirve comaymsor

del anillo del tropano formando la tropinona, qseet
primer intermediario con este anil|@]. La tropinona es
reducida por la tropinona reductasa (TR-I) a trapiia
cual se condensa con el &cid@-fenil-lactico,
produciendo hiosciamina. La escopolamina se forma a
partir de la hiosciamina vigBehidroxihiosciamina por la
enzima bifuncional hiosciaminapéidroxilasa (H6H)

[6].

En el cultivo de tejidos, la adicion de precursores
apropiados o compuestos relacionados, algunas veces
estimula la produccion de los MS [8]. Esta alteuaat
puede ser aprovechada si el precursor no es co&tnso
alcaloides del tropano de la familia SolanaceaeM8n
biosintetizados, en muy pequefias cantidg@sy la
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adicion de precursores a los medios de culiiveitro
puede estimular la produccién de estos compuestes e
material vegetal, logrando que se produzcan en reayo
cantidades. Por ejemplo, la elicitacibn con &cido
fenilacético y arginina, de las raices cultivaoegtro de
Datura innoxia [8], Scopolia parviflora [9] y Datura
stramonium [10], aumentaron la produccion de los
alcaloides hiosciamina y escopolamina, respectinéene

El proposito de este trabajo fue evaluar el efeltda
adicion de L-Arginina como precursor de los aladdsi
del tropano, a las raices normales cultivadastro deB.
candida.

2. METODOLOGIA
2.1. MATERIAL VEGETAL

Las raices normales usadas en esta investigacion se
obtuvieron de trabajos previos del Grupo Biotecgfae
Productos Naturales (GB-PN), a partir de semila8.d
candida recolectadas en el Parque Regional Nacional
Ucumari (PRNU) (Risaralda-Colombif}]. Las raices

se subcultivaron en el medio de cultivo Schenk y
Hildebrandt (SH) [11kuplementado con 3% de sacarosa,

3 mg/L de acidoo—naftalenacético (ANA) y 0.8 % de
agar, ajustado a pH 5.8 y esterilizado por 20 mi2h4

°Cy 25 psi1].

2.2. ELICITACION DE LAS RAICES NORMALES
CULTIVADAS IN VITRO

Las raices normalesn vitro de B. candida fueron
elicitadas a concentraciones de 10 (tratamientd.)
(tratamiento 2) y 1000 (tratamiento 3) mg/L de L-
Arginina y empleando el respectivo control negat&0

mL del medio SH fueron transferidos a frascos deiwi

de 140 mL, donde se inocularon con 0.5 g de raices
frescas en condiciones estériles. Las raices tar@gia

80 rpm en la oscuridad, a una temperatura entb28-

y una humedad relativa del 83%.

2.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Después de 5 dias de iniciados los experimentas tre
frascos del control y tres de cada tratamientoofuer
tomados aleatoriamente; las raices se filtraron por
gravedad y sus pesos en base himeda (BH) fueron
determinados. Posteriormente, las raices fueroadasc
hasta peso constante a%D para obtener el peso en base
seca (BS). Periédicamente, cada 5 dias y durant#a35

se tomaron tres frascos del control y de los tres
tratamientos propuestos, para cuantificar los codds

de escopolamina. Los andlisis del control y los tre
tratamientos, se realizaron por duplicado.

2.4. EVALUCION DEL 'CONTENIDO  DE
ESCOPOLAMINA EN LAS RAICES ELICITADAS
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2.4.1. EXTRACCION DE ESCOPOLAMINA

Una alicuota de 10 mg de las raices normales secas,
cultivadasin-vitro y elicitadas fueron extraidas por el
método descrito efil2]. De esta manera, se obtuvieron
los extractos de diclorometano que fueron concéosra
sequedad y refrigerados a°@ hasta su analisis. Los
extractos concentrados fueron disueltos en 1 mlurde
buffer fosfato a pH 6.0. Cada muestra fue filtradeavés

de una membrana de celulosa de Quaby 20 uL del
filtrado se inyectaron en un cromatografo liquidoaita
eficiencia (HPLC).

2.4.2. CUANTIFICACION DE ESCOPOLAMINA
2.4.2.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se utilizé un equipo de HPLC Hewlett Packard HP@110
equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD)
inyector manual y una columna Hypersyl (ODS) de
150x4.6 mm, 5um. Las condiciones cromatograficas
utilizadas fueron las descritas pdr3], modificando el
volumen de inyeccion, que fue de RQ, el flujo se
mantuvo a 1.3 mL/min y la deteccién se hizo a una
longitud de onda de 210 nm. La fase movil consistid
una mezcla de un buffer (pH 6.0) de fosfato degta0
mM-Metanol (80:20, v/v). Los datos se obtuvieron
utilizando el programa HP ChemStation version A5.01
La cuantificacion de escopolamina se realizé por el
método de estdndar externo empleando una curva de
calibracion a las concentraciones de 1, 5, 105Q%, 100
mg/L de L-Arginina.

2.4.2.2. VALIDACION DEL METODO

Para confirmar la confiabilidad y robustez del rdétde
HPLC empleado, se evaluaron los parametros de
linealidad, selectividad, precision, limite de
cuantificacion (LC) y limite de deteccion (L[)4].

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. MORFOLOGIA DE LAS RAICES

Las raices formadas a partir de los callos se dignran

en una masa esférica en las cuales se distinguéderen
regiones como se menciona €9: la primera, es la
regiébn de crecimiento activo, que incluye la parte
superior y la superficie central de la esfera dela; la
segunda, es la regibn con crecimiento bajo,
correspondiente al interior de la raiz que adquigste
color café en los tejidos senescentes.

3.2. CRECIMIENTO DE LAS RAICES
En la figura 3 se muestra la curva de crecimient®8

de las raices cultivadag vitro del control y de
los tres tratamientos. Las raices del control y el
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indice de Crecimiento®
Tratamientos
Dias
Control 1 2 3

5 1.4 1.6 1.5 1.4
10 2.5 2.5 1.8 15
15 5.2 57 2.0 1.9
20 10.1 7.0 2.5 1.7
25 11.4 14.1 2.6 1.7
30 18.5 17.5 3.4 1.7
35 19.6 19.5 4.3 2.0

tratamiento 1 presentaron un modelo de crecimiento
similar a las descritas para la obtencion de rades
Scopolia parviflora, tanto en cultivoin vitro como en
biorreactor{9], donde se identificaron tres fases.
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Figura 3.Curva de crecimiento de las raicesvitro de B.
candida en base seca (BS).

La primera fase, fue de adaptacion (0-5 dias dévol
donde las raices se ambientaron al medio fresasy |
condiciones medioambientales renovadas. La segunda
fase, es la exponencial-lineal (5-30 dias de a)ltiv
periodo en el que aumento considerablemente lagsiam
Por ultimo, la tercera fase es la estacionaria3@@Has

de cultivo) region en la cual las raices lleganua s
maximo de crecimiento y después del cual empiezan a
fenecer. Este modelo de crecimiento también se ha
encontrado en otras especies de la familia Solarace
como Duboisia myporoides, D. leichhardtii [15], Atropa
belladona [16] e Hyoscyamus niger [17]. Por otra parte,

las curvas de crecimiento de las raices de lasniahtos

2 y 3 no presentaron similitud a los modelos remuus

en las referencias particularmente los de Mint.¢0a

Es posible relacionar el crecimiento pobre de #ses
de los tratamientos 2 y 3 con el efecto toxico de L
Arginina a 100 y 1000 mg/L, respectivamefit8] o a la
produccion elevada de escopolamina, la cual puede s
téxica para las mismas raices a altas concentexion
[19].

3.3. INDICE DE CRECIMIENTO
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Como se observa en la tabla 1 los valores de tiicei

de crecimiento (IC), del control y el tratamientpdra el
dia 35, estdn muy cercanos entre si y correspandérb

y 19.5, respectivamente y son 4.5 veces mayones@i

de IC del tratamiento 2. El IC del tratamiento Asngue
duplica (2.15 veces) el IC del tratamiento 3 en las
determinaciones del dia 35.

Tabla 1.indice de Crecimiento de las raicesRleandida
elicitadas con L-Arginina.

YC = MF/MI, MI = biomasa del inéculo y MF = biomashdia
de la medicién

Estos valores son inferiores a los obtenidos[ROf con

un IC de 24 al dia 21 de cultivo (10.1 para el drén

este trabajo para el dia 20) de raices transforenaeld.
candida y para el IC reportado para las raices
transformadas délyoscyamus niger de 45[17]. Estas
diferencias marcadas pueden ser debidas, en primer
lugar, a la cantidad de in6culo; el de las refeemnéue
inferior a los 0.5 g empleados en este trabajosual
permiti6 a una cantidad dada de raices disponer en
determinado momento de mayor suministro de nuggent

lo que puedo acelerar su crecimiefi®d. En segundo
lugar, esta el empleo de raices transformadagulaes
tienen una alta tasa de crecimiento y mayor pradocc
del metabolito secundario de interés cuando se amnp
con las raices normalgs]. En tercer lugar esta el medio
empleado, efl7] y [20] se utiliz6 B5, diferente al SH en
cuanto a la composicién de sus sales, lo cual puede
influir de alguna manera en el crecimiento derédses
[21].

3.4. CUANTIFICACION DE ESCOPOLAMINA

En la figura 4 se presenta la concentracion de
escopolamina de las raices cultivatesgitro y elicitadas

con el precursor L-Arginina. ElI comportamiento del
control y los tratamientos 1 y 2 se asemejan alelood
obtenido porf9] y [15], en el sentido de una produccion
relativamente constante entre un rango pequefio de
concentraciones (0.52 - 3.11 mg/g en BS).
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Figura 4.Concentracion de escopolamina en las raices nasmale
deB. candida del control y los tres tratamientos realizados.
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El tratamiento 3 por su parte, mostré la mejor aute
produccion, llegando a su maximo al dia 15 con30.1
mg/g en BS, descendiendo drasticamente y alcanzando
una concentraciéon minima de 1.23 mg/g en BS aé%lia

3.5. EFECTO DE
PRECURSOR EXOGENO

L-ARGININA  COMO

La adicion de L-Arginina a 10 mg/L en el medio de
cultivo no tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento de las raices, pero al ser incorporada
concentraciones de 100 y 1000 mg/L causé una
reduccion severa del crecimiento, efecto que pahtar
asociado a la accién toxica ejercida por el prexuss
estas concentraciones 0 a una mayor sintesis de
escopolamina o de sus precursores, los cuales puede
ejercer una accion téxica sobre las raices.

Por lo anterior, se confirma que la produccion dg& égta
relacionada con el crecimiento pobre de las rgfsigdo
cual, también puede ser el resultado del efecticddiel

MS sobreproducido, puesto que las plantas mantisnen
homedstasis y una alteracion de sus equilibrioslgoser
nociva para las mismas. Para los tratamientos 1lly 2
adicion de L-Arginina no estimulé la produccién de
escopolamina. Como se menciona[&6] y se muestra

en la figura 2, la ADC es una de las dos primenageas
involucradas en la biosintesis y tienen un poténcia
enorme, limitante del flujo. Ademéas de esta enzilas,
PMT e H6H son claves en la biosintesis de alcasoiti#
tropano[22], las cuales deben derregularse para estimular
la sobreproduccién de escopolamifi&]. También se
puede considerar que TR-l1 compita con TR-Il por la
tropinona, que conduce a las calistegeninas viadpse
tropina, ver figura 222].

3.6. VALIDACION DEL METODO
CUANTIFICACION POR HPLC

DE

Los resultados del proceso de validacion, siguidndo
procedimientos que se mencionar| B4, se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la validacion del método de
cuantificacién por HPLC.
Parametro Resultado
Linealidad 0.99730
Selectividad R>1.59
Precision RSD = 1.96%

Limite de Deteccién (LD) 1 mg/L
Limite de Cuantificacion(LC) 1 mg/L

La linealidad se midié con el coeficiente de reigmes
lineal (), siendo similar a los obtenidos 28] y [24]
conr = 0.99686 y 0.99870, respectivamente. Indicando
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que hay wuna buena proporcionalidad entre la
concentracion del analito y la respuesta del equipo

La selectividad se valord con la resolucién. Erosolibs
casos se presentd un> R.59, lo cual indicé una
separacion del 100% entre los diferentes compuestos
[14]. La precision se midi6 a través de la desviacion
relativa estdndar (RSD) cuyo valor fue de 1.96%, es!
aceptable. Tanto edlC como elLD corresponden al
primer nivel de la curva de calibracion (1 mg/Lépdlo

a que una concentraciéon menor de escopolamina no
produjo una sefal lo suficientemente intensa para
identificarla y por consiguiente cuantificarla.

4. CONCLUSIONES

Las raices normales d& candida se mantuvieron en
condicionesin vitro empleando el medio cultivo SH
liquido, suplementadas con 3% de sacarosa y 3 dw/L
ANA, elicitadas con 10, 100 y 1000 mg/L de L-Argjiaj
logrando los mejores resultados con el tratami8njoe
produjo la mayor concentracién de escopolaminalen e
dia 15 con 10.13 mg/g en BS y la mayor produccita n
del alcaloide al dia 10 con 0.26 mg.
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