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Resumen
Biotransformacion de metabolitos secundarios por cultivo de células en
suspensién de Nicotiana tabacum NT1.

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos organicos con gran
diversidad quimica; se clasifican en: terpenos, alcaloides, fenilpropanoides y
compuestos fendlicos relacionados. La biotransformacion de MS consiste en la
modificacion quimica de un compuesto a través de un sistema bioldgico, con la
finalidad de obtener analogos o compuestos nuevos con caracteristicas diferentes. El
cultivo de células vegetales puede ser usado en procesos de biotransformacion de
varios compuestos organicos, tomando ventaja del repertorio enzimatico que
poseen. El presente trabajo se enfoca en explorar la biotransformacion de MS
mediante el uso del cultivo de células vegetales en suspensién de Nicotiana
tabacum NTL1. Y para ello, inicialmente se evalud el efecto de siete MS exdgenos
sobre el cultivo NT1, mediante una cinética de crecimiento de las células en
presencia de cada uno de los metabolitos. Posteriormente, con aquellos
compuestos tolerados por las células, se procedi6 a analizar la capacidad del cultivo
para realizar reacciones de biotransformacién. Esto se determind mediante la
adiciéon de los compuestos al medio de cultivo y posterior a un periodo de
incubacion, se procedi6 a extraer y purificar los posibles productos de
biotransformacion. Los resultados obtenidos muestran que, de los siete compuestos
evaluados, solo los compuestos linearolactona y el acido p-aminobenzioco (PABA)
fueron biotransformados. El producto de purificacién de linearolactona no fue
suficiente para dilucidar su estructura quimica por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) de H y *3C. El producto mayoritario obtenido por modificacion del PABA se
analizé por RMN, y el resultado sugiere que corresponde a un compuesto glicosilado
derivado de PABA.

PALABRAS CLAVE: terpenos; acido p-aminobenzoico; glicosilacién
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Abstract

Biotransformation of secondary metabolites by cell suspension culture of
Nicotiana tabacum NT1
The secondary metabolites (MS) are organic compounds with great chemical
diversity, they can be classified based on their biosynthetic origin, in three large
groups: terpenes, alkaloids and phenylpropanoids and related phenolic compounds.
The biotransformation of MS consists of the chemical modification of a compound in
order to obtain analogues or new compounds with different characteristics. The use
of plant cell culture is an efficient alternative, which can be used in the
biotransformation processes of several organic compounds, taking advantage of the
enzymatic repertoire that they possess. The present work focuses on exploring the
biotransformation of MS through the use of plant cell culture in Nicotiana tabacum
NT1. The effect of seven exogenous MS on the NT1 culture was evaluated by means
of a kinetics of cell growth in the presence of each of the metabolites. Subsequently,
with the compounds tolerated by NT1 cells, the ability of these cells to perform
biotransformation reactions was analyzed. This was determined by the addition of
the compounds to the culture medium and after an incubation period, the possible
biotransformation products were extracted and purified The tests carried out show
that, of the seven compounds evaluated, only the compounds linearolactone and p-
aminobenzoic acid (PABA) were biotransformed. The product of linearolactone
purification was not enough to elucidate its chemical structure by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR). The major product obtained by modification of PABA was
analyzed by 'H and 13C NMR, this allowed us to know that PABA is glycosylated by

plant cells and suggest a possible chemical structure of this compound.

KEYWORDS: terpenoids; p-aminobenzoic, glycosylation

XV



INTRODUCCION

I- Introduccidén

1.1 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos los cuales no tienen una
funcion esencial en el metabolismo central o primario®. La biosintesis de estos
compuestos es por vias metabdlicas secundarias presentes en las células, y en
algunos casos factores externos o ambientales influyen en su produccion. Por otra
parte, los metabolitos secundarios presentan una gran diversidad quimica y
estructural, que les confiere una amplia gama de actividades biologicas y
aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética o alimentaria. Los metabolitos
secundarios se pueden clasificar con base en su origen biosintético, en tres grandes
grupos: terpenos, alcaloides y fenilpropanoides con compuestos fendlicos

relacionados?.

1.1.1 Biosintesis de metabolitos secundarios

Las rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan directamente de las vias
del metabolismo primario. En la Figura 1 se muestra un esquema de la interaccién entre
el metabolismo primario y las vias de biosintesis de metabolitos secundarios. Los
metabolitos primarios de los procesos de fotosintesis, glucdlisis y ciclo de Krebs
intervienen fuera del proceso de generacion de energia para proporcionar
intermediarios biosintéticos. Entre los principales precursores en la biosintesis de
metabolitos secundarios estan acetil coenzima A (acetil-CoA), acido shikimico, acido
mevalénico, y 1-desoxilulosa 5-fosfato®#. Por otro lado, las reacciones quimicas que
participan en la biosintesis de los metabolitos secundarios son de tipo oxidacion-
reduccion, hidroxilacion, metilacion, amino-acilacion, glicosilacion- acilacion, reacciones
de alquilacion (sustitucibn nucleofilica, adicion electrofilica), reacciones de
descarboxilacién, acoplamientos fendlicos oxidativos, reacciones de epoxidacion, etc *.
Todas estas reacciones son catalizadas principalmente por enzimas especializadas que

pueden ser Unicas en cada organismo.
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Figura 1: Formacion de metabolitos secundarios a partir de metabolitos primarios.

La biosintesis de metabolitos secundarios es a partir de los metabolitos primarios

de los procesos de fotosintesis, glucdlisis y el ciclo de Krebs. En recuadros se

indican los principales precursores biosintéticos de la mayoria de los metabolitos

secundarios. Tomado de Giweli et al 20134.
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1.2 Biotransformacion

La biotransformacion de metabolitos secundarios, consiste en la modificacion
guimica de un compuesto organico exdgeno, realizada por un cultivo celular
(bacterias, hongos o0 células eucariGticas) o con enzimas aisladas de
microorganismos. Esta es una estrategia que ha ganado considerable atencion en
los udltimos tiempos, debido a que es una herramienta biotecnoldgica para la
obtencién de compuestos con propiedades quimicas de interés, o bien para la
produccién de nuevos compuestos quimicos. Entre las aplicaciones de la
biotransformacion de metabolitos secundarios estan, la conversion de sustancias
disponibles abundantemente en la naturaleza a productos con relevancia para la
industria farmacéutica, cosmética, o alimentaria. Asi mismo, la biotransformacion es
usada para encontrar soluciones mas eficientes para eliminar del medio ambiente
sustancias téxicas, estrategia conocida como bioremediacion®.

En la literatura, existen muchos reportes de procesos de biotransformacion
mediante el uso de cultivo de hongos. Sin embargo, también se han utilizado células
vegetales, y enzimas aisladas de microorganismos.

En este sentido, se ha observado que las células vegetales pueden
transformar un compuesto mediante diferentes tipos de reacciones quimicas, por
ejemplo: oxidacion, hidroxilacion, reduccién, metilacién, desmetilacion, amino-
acetilacion, glucosilacion-acilacion, esterificacion, y saponificacion. Ademas, puede
tolerar diferentes tipos de compuestos como los esteroides, alcaloides, compuestos
fendlicos, y compuestos glicosilados. En todos los casos, la biotransformacion es
catalizada por enzimas especificas o enzimas con capacidad de utilizar varios
sustratos (flexibilidad catalitica). Los resultados de las reacciones catalizadas
enzimaticamente pueden ser mejores a aquellos obtenidos por reacciones de
sintesis quimica®. Por ejemplo, las velocidades de los procesos mediados por
enzimas se aceleran en comparacion con catalizadores quimicos; las enzimas
pueden ser efectivas a baja concentracion y actuar a temperatura faciles de
manipular (20-40°C), minimizan reacciones secundarias no deseadas como la

formacion de isémeros, y pueden tener actividad en solventes organicos’.



INTRODUCCION

1.2.1 Biotransformacién de compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos son abundantes en la naturaleza. Tienen usos muy
diversos y se destacan por sus diferentes efectos biolégicos. Algunos de ellos
pueden inducir cancer o causar mutaciones, incluso a concentraciones muy bajas.
Las reacciones de biotransformacion de compuestos aroméaticos mediadas por
microorganismos, células de plantas y animales generan diferentes productos de

alto valor para las industrias quimica y farmacéutica 8.

1.3 Terpenos

Los terpenos son compuestos aromaticos presentes tanto en células procariotas como
eucariotas, por lo que son los metabolitos secundarios mas abundantes en la
naturaleza. Su nombre deriva del primer miembro de esta clase que fue aislado de
trementina (“terpentina” en aleman). Todos los terpenos son una fusion de unidades
ramificadas de cinco carbonos (Cs) basadas en el esqueleto de isopentano. Estos
mondmeros generalmente se conocen como unidades isopreno. La diversidad quimica
de estos metabolitos ha llevado al descubrimiento de 55,000 estructuras diferentes y
este nUmero probablemente aumentara en los proximos afios a medida que aumenten
los estudios de estos compuestos quimicos °.

Los terpenos se clasifican por el nimero de las unidades de isopreno que se
encuentren presentes en su estructura, en la tabla 1 se muestra su clasificacion.

El estudio de terpenos ha permitido identificar metabolitos farmacolégicamente
importantes, por ejemplo el taxol, un agente anticancerigeno encontrado en
concentraciones muy bajas (0.01% en peso seco) en la corteza de tejo (Taxus
brevifolia); y el diperteno forskolina, un compuesto utilizado para tratar el glaucoma y
obtenido de la planta Coleus forskhlii 1% 1%; la artemisinina un sesquiterpeno con actividad

antipalidica (Figura 2)*2.
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Tabla 1: Clasificacion de Terpenos.

N° Carbonos | Nombre Ejemplo Funcién biolodgica Ref.
. Compuestos volatiles emitidos por la planta desde tejidos
Cs Hemiterpenos | Isopreno o . o
fotosintéticamente activos
Estan presentes en la esencia de las flores y aceites esenciales
: de las plantas; estan implicados en las interacciones 913
Cio monoterpenos | Geraniol . - ,
mutualistas con polinizadores de plantas, y como repelentes a
insectos
Se encuentran en aceites esenciales
. . Actlian como fitoalexinas y compuestos antibiéticos producido 9
Cis sesquiterpenos | zingibereno e :
por las plantas como respuesta antimicrobiana y contra ataque
de herbivoros oportunistas
giberelinas
acido abscisico,
C20 diterpenos estrigolactonas, Reguladores del crecimiento y desarrollo 14,
brasinoesteroides,
citoquininas
Fitosterol y
Cso triterpenos fitoalexinas Incluye los componentes de la membrana n
Carotenoides . . . o .
Cao tetraterpenos Realizan funciones esenciales en la fotosintesis. 15,16
plastoquinona y
+Ca0 politerpenos | ubiquinona Coenzimas que participan en el transporte de electrones 15



https://es.wikipedia.org/wiki/Zingibereno
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0
woo oo 43
i Dd_t oA OH
oM oo
Artemisinina Taxol (Paclitaxel) o (15-21-Xyl
Sesquiterpeno Diterpeno Triterpeno
Anti-palidico Agente Antitumaoral Adyuvante de vacunas

Figura 2: Terpenos producidos por plantas importantes farmacoldgicamente.

En la figura se representan las estructuras quimicas de terpenos con aplicacion
farmacoldgica. Las estructuras quimicas pueden ser relativamente sencillas o tan
complejas como se puede observar en la figura. Los nombres y las clases de los
productos se muestran en negro y azul, respectivamente, con las aplicaciones

médicas en rojo *2.
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1.3.1 Biosintesis de Terpenos

Los terpenos estan presentes en plantas, hongo, animales y microorganismos. Existen
dos vias biosintéticas: 1) ruta del &cido mevalénico o mevalonato (MVA), y 2) ruta del
metileritritol fosfato (MEP). Ambas son responsables de la sintesis de las moléculas
precursoras de los terpenos: disfosfato de isopentenilo (IIP) y su isémero, disfosfato de
dimetilalilo (DMAPP). La ruta MVA se lleva a cabo en el citosol de las células
Eucarioticas y bacterias, originando principalmente triterpenos, esteroles y
sesquiterpenos. Mientras que la ruta MEP ocurre en compartimentos subcelulares como
los plastidos, por lo que es comun en plantas y algunos protozoarios, produciendo
monoterpenos, diterpenos, carotenoides y algunos sesquiterpenos (Figura 3)*’.

Las rutas MVA y MEP coexisten en las células vegetales permitiendo conversion
cruzada entre las rutas MEP y MVA 1819, Por lo tanto, las plantas producen una variedad
amplia de terpenos. La produccion de grandes cantidades de terpenos, asi como su
posterior acumulacion, emision o secrecion, se asocia casi siempre con la presencia de

estructuras anatémicas altamente especializadas .

1.3.2 Biotransformacién de terpenos

Los terpenos pueden ser biotransformados mediante sistemas in vivo en
modelos animales. Sin embargo, los sistemas in vitro utilizando microorganismos en
diferentes condiciones, son mas eficientes?. Po lo que diferentes cultivos de bacterias,
hongos, asi como de células vegetales han sido utilizados en procesos de
biotransformacion de terpenos. Por otro lado, las biotransformaciones usando enzimas
aisladas de microorganismos ha aumentado significativamente en afos recientes. Este
tipo de biotransformacién permite llevar a cabo reacciones con control regio y
estereoquimico, generando compuestos Opticamente puros??. Las enzimas que
catalizan los diferentes tipos de reacciones de biotransformacion de metabolitos
secundarios se clasifican como oxidoreductasas, hidrolasas, transferasas, lipasas, e

isomerasas 3.
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- [ plastid =
2 acetyl-CoA glyceraldehyde 3-phosphate + pyruvate
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Figura 3. Vias de biosintesis de terpenos.

Los terpenos tienen dos rutas de sintesis la via citosolica o MVA, y la via plastidica
o MEP. Las flechas discontinuas denotan varios pasos y las flechas sélidas un solo
paso. AACT, acetoacetil-coenzima A tiolasa; HMGS, 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG)
—CoA sintasa; HMGR, HMG-CoA reductasa; MVK, mevalonato quinasa, pMVK,
fosfomevalonato cinasa; MDC, mevalonato disfosfato descarboxilasa, DXS, 1-
deoxietilulosa-5-fosfato sintasa; DXR, 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa, MCT, 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidiltransferasa; CMK, 4-
difosfobicidil-2-Cmetil-D-eritritol quinasa; MDS, 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
sintasa; HDS, 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato sintasa; HDR, 4-hidroxi-3-
metilbut-2-enil difosfato reductasa; IPP, isopentil disfosfato, DMAPP, dimetilalil
difosfato; IDI, IPP/DMAPP isomerasa, GPS, geranil difosfato sintasa;, GGPS,
geranilgeranil difosfato sintasa; FPS, farnesil difosfato sintasa. Tomado de

Champagne and Boutry 2016%°.
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El Citocromo p450 (CYP450) es una de las familias proteinicas mas grandes
conocidas. Estan presentes en todos los reinos y catalizan reacciones esenciales, como
la asimilacion de fuentes de carbono, la sintesis de hormonas y metabolitos
secundarios, y degradacion de xenobiéticos?* 2° 26, Debido a la capacidad intrinseca de
las enzimas CYP450 para hidrolizar especificamente hidrocarburos complejos, su uso
en biotransformaciones y aplicaciones industriales ha aumentado. Entre sus
aplicaciones se incluyen la produccion de farmacos, vitaminas, saborizantes, fragancias
y pesticidas?’ %,

En la Tabla 2 se presentan ejemplos de biotransformaciones de terpenos llevadas a

cabo por hongos, bacterias y enzimas en los ultimos diez afios.

1.3.2.1 Biotransformacién de terpenos por cultivo de células vegetales

La biotransformacién de terpenos en el laboratorio también se ha realizado mediante el

uso de cultivos de células vegetales. Un ejemplo de esto es la produccién de derivados

de germacrono por cultivo celular de Solidago altissima con reacciones de mono-
epoxidacion, di-epoxidacién e hidroxilacion. De esta manera, se han optimizado
procesos para la extraccion y purificacion de los terpenos esclarol (Salvia sclarea),
lavandulol (Lavandula luisieri), geranil geranol y trixagol (Bellardia trixago). Ademas,
se desarrollan muchos procesos que usan cultivos de células vegetales en
suspension, tejidos diferenciados y no diferenciados; también son ampliamente

utilizados los cultivos transformados genéticamente con Agrobacterium spp 2.

Existen diferentes técnicas de biotransformacion utilizando células, entre
estas estan:

a) Biotransformacion con células inmovilizadas: se ha observado que las células
vegetales inmovilizadas pueden tener una tasa de produccibn mas alta en
comparacién con las células suspendidas libremente en las mismas condiciones
de conversién. La inmovilizacién de las células consiste en poner a las células a

crecer en condiciones similares a un tejido de una planta completa?® 0,
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Tabla 2: Ejemplos de biotransformacién de terpenos mediante hongos, bacterias, células vegetales y enzimas.

Swertia mussotii

Microorganismo Resultado Ref.
Hongos Penicillium purpurogenum | Purpurides B y C. Dos sesquiterpénos 31

JS03-21

Diaporthe sp. aislado de las | 10 Sequiterpenos 32

hojas de Rhizophora stylosa

Aspergillus niger (+) — limoneno obtencién de 6 terpenos 33

Micorriza arbuscular Produccion de terpenos en la parte aérea de la planta Isodon | 34

adenantha
Penicillium sp Citral se obtuvieron 6 monoterpenos timol, limoneno, apinene, | %
geraniol, geranial y nerol

Bacterias Escherichia coli Taxol (Paclitaxel) 36

Pseudomonas aeruginosa | Del mirceno se obtuvo dihidrolinalool y 2,6-dimetiloctano, a- | 37

PTCC 1074, terpineol y 2,6-dimetiloctano

Chloralla, Oocystis, | Carvona, limoneno, timol y linalol 38

Chlamydomonas y

Synechococcus

Synechococcus sp. MCCS 034 | R-(+)-Limoneno (1S,5S), -cis-Carveo 39
Cultivos de | Salvia austriaca Jacq Diterpenos (royleanona, 15-deoxyfuerstiona, taxodiona) 40
células Taxus Diterpenos de tipo taxano (paclitaxel, 10-deacetybaccatin 1) 4l
vegetales Gingko biloba L. Diterpenes (ginkgolida) 42
Enzimas Citochromo P450 71D174 | Limoneno se obtiene del alcohol perillylico, trans-isopiperitenol, | 4

Perilla frutescens trans-carveol

Citochromo P450 71D178 | De y-terpineno se obtiene carvacrol y timol 44

Thymus vulgaris

Citochromo P450  76B10 | De geraniol se obtiene B-hydroxy-geraniol 45
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b) Biotransformacion con cultivo de raiz: el cultivo de raiz se aplica con mas

frecuencia en la produccion de metabolitos derivados de las raices de plantas
dicotiledéneas, debido a que son mas susceptibles a la transformacién
Agrobacterium spp. La ventaja de este cultivo es la cantidad de biomasa que se
pude generar en poco tiempo y bajo costo3° 46,

Biotransformacion en cultivo de células libres: una técnica util para la
biotransformacion. Las células crecen en diferentes tipos de cultivos:

1.- Cultivo de callo: el cultivo de callo es una masa de células o tejido resultante
después de la iniciacion y la proliferacion continua de las células de parénquima
no diferenciadas del tejido parental en un medio semisolido. Cuando un explante
de un tejido diferenciado se cultiva en un medio, las células quiescentes
experimentan cambios para lograr un estado meristematico. Este fenébmeno de
reversion de células maduras al estado meristematico que conduce a la
formacion de callos se llama diferenciacion. La formacion del callo esta
controlada por las auxinas endogenas y citoquinina. La organogénesis puede
iniciarse y regularse en el cultivo de callo mediante la manipulacion de la
proporcién de auxinas y citoquininas.

2.- Cultivo en suspension: este cultivo contiene esencialmente células vegetales
individuales homogéneas en su medio liquido. Las células en cultivo son
meristematicas y generalmente no diferenciadas. Existen varias formas de
cultivos en suspension que comunmente se usan: cultivos de suspension

discontinua, cultivo semicontinuo, cultivo continuo © 39,

1.4 Acido p-aminobenzoico (PABA)

El 4cido p-aminobenzoico (PABA) es un compuesto aromatico ampliamente

distribuido en la naturaleza como un factor del complejo de vitaminas B. El PABA es

sintetizado por levaduras, plantas y algunas bacterias. Este compuesto no es

sintetizado por mamiferos, pero es un compuesto importante del metabolismo

suministrado por los alimentos y las bacterias simbiéticas del tracto digestivo 4’.

El PABA era usado como ingrediente cosmético en los protectores solares, por su

espectro de absorcion en el rango de 290 a 320nm. Sin embargo, la exposicion
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continua a sustancias quimicas de este tipo puede conducir a respuestas
autoinmunes, por lo que fue retirado de los protectores solares “2.

Otra caracteristica que se le atribuye a PABA es su efecto antibacteriano, del
cual se conocen al menos dos mecanismos de accion involucrados. El primero es
la capacidad que tiene el PABA de difundirse libremente a través de la membrana
celular, dando resultado el desacople de la fosforilacidn oxidativa del sistema de
transporte de electrones a medida que el pH disminuye; y la inhibicién de la
captacion celular de aminoécidos, fosfato y acidos orgénicos. El otro mecanismo es
un bloqueo competitivo de la enzima dihidrofolato reductasa que produce un efecto

negativo en la sintesis de peptidoglicanos*®.

1.4.1 Biosintesis de acido p-aminobenzoico (PABA)

La biosintesis de PABA ocurre a través de la ruta del 4cido shikimico, la cual es ruta
alternativa para la produccién de otros compuestos aromaticos, en particular los
aminoacidos fenilalanina, triptéfano y tirosina (Figura 4)%°. Por otro lado, PABA en
las plantas se sintetiza en los plastidos a partir del corismato, donde el PABA sirve

de intermediario en otras reacciones en la célula vegetal °2.
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Phosphoenolpyruvic acid
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Figura 4: Biosintesis de acido p-aminobenzoico a través del acido corismico en
Streptomyces venezuelae.

Via de biosintesis del &cido p-aminobenzoico en Streptomyces venezuelae partiendo desde
el acido shikimico del cual se obtiene el acido corismico que es el precursor principal de
PABA 52, Primero, las proteinas PabA y PabB interactlian para catalizar la transferencia del
nitrdgeno amida de la glutamina al corismato, formando 4-amino-4-desoxicorismato (ADC).
La proteina PabC luego media la eliminacién de piruvato y la aromatizacién para producir
PABA.
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1.4.2 Biotransformacion de PABA

Existen reportes de biotransformacion de PABA usando microorganismos, enzimas
aisladas y cultivo de células vegetales. Por ejemplo, la biotransformacion de PABA
por Aspergillus niger produce la reduccion de este acido aromatico a su aldehido
especifico, el p-aminobenzaldehido®3 %4, Entre las enzimas usadas en las reacciones
biotransformacion de PABA esta la enzima Lacasa. El PABA se us6 como precursor
fendlico no coloreado y se prob6 como sustrato individual y acoplado para la
oxidacion. La presencia de grupos funcionales como el amino mejora la formacion
de pigmentos. Representando uno de los compuestos que pueden ser usados como

posibles precursores de colorantes °

1.4.2.1 Biotransformacién de PABA por cultivo de células vegetales

Los cultivos de células vegetales son capaces de biotransformar diferentes tipos de
compuestos aromaticos. Furuya y colaboradores realizaron el primer reporte de la
capacidad del cultivo de células de Eucalyptus perriniana para transformar el PABA
a través de reacciones de glicosilacion. En este estudio se obtuvieron dos
compuestos, el p-aminobenzoyl B-D-glucopiranosido, y el p-(N-B-D-
glucopyranosylamino) benzoyl B-D-glucopiranosido °¢. En otro trabajo, Syahrani y
colaboradores demostraron la capacidad del cultivo celular de Solanum mammosum
de producir esteres B — D — glucopiranosidos a partir de la administracion de PABA
al cultivo %. Los compuestos glucopiranésidos pueden tener actividad
antimicrobiana como recientemente se demostr6®,

Dada la capacidad de los cultivos de células vegetales para llevar a cabo
reacciones de biotransformacion, en el presente trabajo nos enfocamos en explorar
la biotransformacion de terpenos purificados extraidos de plantas medicinales, asi
como el compuesto de interés farmacologico PABA, mediante el uso del cultivo de

células vegetales en suspension de Nicotiana tabacum NT1.

14



OBJETIVOS

lI- Objetivo general
Evaluar la biotransformacion de metabolitos secundarios por el cultivo de células

vegetales en suspension de Nicotiana tabacum NT1.

2.1 Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de metabolitos exdgenos sobre el crecimiento de las células
NT1.
2. Evaluar la capacidad de las células NT1 para la biotransformacion de
terpenos y acido p-aminobenzoico.
3. Extraer y purificar los productos de biotransformacion.

4. Elucidar la estructura quimica de los productos de biotransformacion.
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lll- Materiales y métodos

3.1 Cultivo de células vegetales Nicotiana tabacum NT1

El medio de cultivo liquido Murashige y Skoog (MS) suplementado con 1mg/L de
2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) fue utilizado para crecer el cultivo de células NT1
(Anexo 1). A partir de un cultivo de células NT1 en suspension de 10 dias de
crecimiento, se tomo un volumen de 30 mL (mg o g de células) y se adicion6 a 70mL
de medio MS. El cultivo fue incubado en una camara de crecimiento para plantas

con temperatura de 25°C y agitacion 100 rpm.

3.2 Metabolitos secundarios

Los compuestos ensayados corresponden a terpenos aislados y purificados a partir
de fuentes vegetales, los cuales fueron proporcionados por el Dr. ElihG Bautista. En
la Tabla 3 se indican los nombres y el origen vegetal de cada terpeno. En los
ensayos, cada compuesto fue disuelto a una concentracion de 10mg/mL en
dimetilsulféxido (DMSO). Los compuestos fueron adicionados al cultivo a partir del

dia 4 de crecimiento, en condiciones de esterilidad para evitar contaminacion.

3.3 Curva de crecimiento de las células NT1

La curva de crecimiento de los cultivos se realizd en presencia de cada uno de los
compuestos. Los controles utilizados fueron el cultivo de células NT1, y el cultivo de
células NT1 suplementado con DMSO y Etanol. De cada cultivo se tomé una
muestra, por duplicado, en los dias 0,1,2,4,6,8,10, 12 y 14. La muestra de 5mL, se
centrifugd a 4500 rpm y el paquete celular fue pesado. Con el peso promedio y la

desviacion estandar de cada muestra se elabord una curva de crecimiento.

El analisis estadistico de los datos obtenidos fue realizado mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de una sola via, seguido por la prueba de Turkey-

Kramer. Se utilizé el programa GRphPad 5 y el nivel de significancia fue de 95%.

16



MATERIALES Y METODOS

3.4 Ensayo de biotransformacion

Los ensayos de biotransformacion se realizaron de la siguiente manera. En
matraces Erlenmeyer de 250mL, con 100mL de cultivo de células vegetales NT1 de
cuatro dias de crecimiento a 25°C y agitacion a 100rpm. A estos cultivos se
adicionaron 1mL a la concentraciéon de 10mg/mL, los compuestos utilizados se
describen en la Tabla 3. El cultivo fue incubado durante cinco dias mas en las
mismas condiciones. Los cultivos fueron etiquetados de la siguiente manera: 1)
Cultivo NT1 100mL; 2) Cultivo NT1 100mL + 1mL de DMSO o Etanol; 3) Cultivo NT1
100mL + 10mg/mL del compuesto disuelto en 1mL DMSO o Etanol.

3.5 Extraccion de los compuestos de biotransformacion.

Los cultivos a los diez dias de crecimiento en presencia de los metabolitos
secundarios, fueron cosechados y procesados para la extraccion de los compuestos
de biotransformacion siguiendo la siguiente metodologia:

1- Colectar y centrifugar los cultivos a 3500rpm por 15 minutos. Separar el
medio de la pastilla celular. Filtrar el medio con filtro Whatman nimero 2.

2- La pastilla celular se resuspende en 30mL de agua destilada estéril y se
realiza la lisis con sonicador con 40% de amplitud por un tiempo de 2 minutos
con ciclos de 15 segundos de pulso y 15 segundos de descanso. Luego, el
lisado se centrifugd a 12000rpm por 15 minutos y se recupera el
sobrenadante.

3- El extracto celular y medio de cultivo se tratan con acetato de etilo (3x) y la
mezcla separada en un embudo de separacion. La muestra se concentra en
un rotoevaporador con presion de 240bar y temperatura de 40°C.

4- Se seca el matraz de separacién con bomba de secado y con una mezcla
de 0.5mL de acetato de etilo, 0.5ml de metanol y 0.5mL de acetona se
recupera el compuesto del bal6n y se colecta en un tubo de cristal y se deja

secar para concentrar el producto de biotransformacion.
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Tabla 3: Compuestos usados en los ensayos de biotransformacion

Nombre,y formula Fuente Metabolito secundario Peso Molar Concentracion Ref.
quimica Molar
Galfimina A/H - . S|l 59
CaoHusOs Galphimia glauca Triterpeno 533g*mol 187uM
Amarissinina C CzoH2307 Salvia amarissima Diterpeno 375g*mol* 267uM 60
Incomptina B , , 11 o1
CisH1s04 Decachaeta incompta Sesquiterpeno 262g*mol 381uM
Polystaquina B Salvia polystachya Diterpeno 358 g*mol* 279uM 62
C20H2206
Linearolactona . : 11 63
CaoHaoOs Salvia polystachya Diterpeno 340g*mol 294uM
Polystaquina A Salvia polystachya Diterpeno 342g*mol* 292uM 62
C20H2205
acido p-aminobenzoico
C/H/NO: Reactivo comercial Sigma. = Compuesto Nitrogenado = 137.1g*mol? 729uM 56

(PABA)
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3.6 Cromatografia en capa fina

Los productos de biotransformacion se resolvieron mediante cromatografia en capa
fina con las fases méviles indicadas en la Tabla 4. Las placas de silica se revelaron
con sulfato sérico IV [Ce(SOa4)2].

Tabla 4: Fase movil utilizada en TLC para cada compuesto

Compuesto Fase movil

Linearolactona CHCIs: EtOAC (95:5) x2

Galfimina A/H Hexano:EtOAc: Metanol (45:50:5) x2
Amarissinina C Hexano: EtOAc (70:30) x2
Incomptina B Hexano: EtOAc (70:30) x2
Polystaquina B Hexano: EtOAc: Metanol (45:50:5) x2
acido p-aminobenzoico EtOAc: Metanol: H20 (73:13:10)x2

3.7 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Los compuestos de biotransformacion extraidos, se analizaron en un equipo HPLC-
PDA Shimadzu, utilizando una columna Luna® 5um C18(2) 100A Size: LC Column

250 x 4.6mm y una fase mévil de metanol/agua 60/40.

3.8 Purificacién de los productos de biotransformacion

El proceso se escal6 a 500mL de cultivo de células NT1, con 50mg de compuesto.
Se usaron las mismas condiciones que se ensayaron para 100mL de cultivo NT1.
La purificacion se realiz6 en columna de cristal de 1cm de diametro y fase
estacionaria Silica gel 230-400um con una altura 8cm. La fase movil que se uso fue
50mL CHCls: EtOAc (98:2) y 100mL de CHCIls: EtOAc (95:5) para linearolactona y
500mL de EtOAc: Metanol (75:25) para PABA. Se obtuvieron 26 fracciones de 5mL
cada una y 19 fracciones de 25mL respectivamente. Las fracciones fueron

analizadas por TLC.

3.9 Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El andlisis de RMN fue realizado en el Instituto de Quimica de la UNAM a través del
Dr. José Rivera Chavéz. Los espectros de RMN se adquirieron en un equipo Bruker
Ascend Il 700mHz, operando a 'H 700mHz y 175mHz para 3C. Los datos fueron

procesados usando Mnova NMR software version 6.0.
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IV-Resultados

4.1 Efecto de los metabolitos exdgenos sobre el crecimiento células vegetales
NT1
Con la finalidad de determinar si las células NT1 son capaces de tolerar la presencia
de los MS exd6genos descritos en la tabla 3, se evalué el efecto de éstos sobre el
crecimiento de las células vegetales. Para lo cual, cada uno de los compuestos fue
adicionado a cultivos de células NT1 en el cuarto dia de crecimiento. En este tiempo
el cultivo se encuentra en su fase logaritmica de crecimiento, las células son
metabdlicamente mas activas y crecen en confluencia. Cada uno de los compuestos
fue disuelto a una concentracion de 10 mg/mL en DMSO, y en etanol para el caso
del PABA. EIl crecimiento del cultivo celular se monitore6 cada 24 o 48 horas,
tomado una alicuota de 5 mL y pesando sélo paquete celular.

Los resultados se muestran en la figura 5, en la cual se observa que para el caso
de los compuestos linearolactona, polystaquina A, polystaquina B, amarissinina C,
galfimina A/H y PABA el crecimiento de las células disminuye 0.1 g/mL en
comparacién con el crecimiento de las células NT1 sin compuestos, lo que no
representa una disminucion significativa (p<0.05). En el caso del compuesto
incomptina B se observa una severa disminucion del crecimiento de las células NT1.

Con los datos obtenidos podemos considerar que las células NT1 toleran los
compuestos linearolactona, polystaquina A, polystaquina B, amarissinina C,
galfimina A/H y PABA.
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Curva de cultivo de células vegetales NT1

2
=
0
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Figura 5. Efecto de los metabolitos exdgenos sobre el crecimiento de las células
vegetales NT1.

En la gréafica se puede observar el crecimiento de las células NT1 en presencia de
cada compuesto, asi como en presencia de s6lo DMSO (NT1+DMSO) y solo las
células NT1 (NT1). La cinética de crecimiento presencia de cada uno de los
compuestos se realizé adicionando 10mg del compuesto disuelto en 1mL del
DMSO. De cada cultivo se tom6 una muestra (5mL), por duplicado, en los dias
0,1,2,4,6,8,10, 12 y 14. La muestra se centrifugé a 4500rpm y el paquete celular
hamedo se peso en balanza analitica. EI promedio del peso celular fue graficado,

asi como la desviacion estandar de cada punto.
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4.2 Biotransformacion de los compuestos exdgenos por células NT1

Los ensayos de biotransformacion se realizaron para evaluar la capacidad de las
células NT1 de modificar los metabolitos secundarios exdgenos: linearolactona,
polystaquina A, polystaquina B, amarissinina C, galfimina A/H, incomptina B y
PABA. Para ello, a 100 mL de cultivo de células vegetales NT1 con cuatro dias de
crecimiento, se adicionaron cada uno de los compuestos a una concentracion de 10
mg/mL. Posteriormente, los cultivos fueron incubados durante cinco dias més en la
camara crecimiento con temperatura de 25°C y 85 rpm. A los diez dias de
crecimiento, se separaron las células del medio, y cada uno tratado con el mismo
volumen de disolvente. Los productos de biotransformacién presentes en las
fracciones de acetato de etilo y n-butanol fueron concentrados en un rotavapor. Y
resueltos mediante cromatografia de capa fina TLC.

De los siete compuestos evaluados, se obtuvieron productos de
biotransformacién en los compuestos linearolactona y PABA. No se observo
biotransformacion para los compuestos polystaquina A, polystaquina B,
amarissinina C, galfimina A/H e incomptina B, los cuales se monitorearon en TLC.

Los resultados de la cromatografia en capa fina de linearolactona y PABA se
muestran en la figura 6, en la cual podemos observar que solo tenemos compuestos
de biotransformacién en la célula, lo que sugiere que los compuestos son
transformados y almacenado en el interior de la célula, y no son exportados al
medio. Ademas, en la figura 6A podemos observar que hay un compuesto que al
exponerse a la luz UV de onda larga (365nm) no fluoresce, esto puede sugerir que
es un compuesto diferente a la linearolactona.

En la figura 6B observamos que el compuesto obtenido de las células es

completamente diferente y tiene un factor de retencién (Rf) mayor al del PABA.

4.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC)

Para determinar que los compuestos obtenidos son producto de biotransformacion
de los sustratos, realizamos su analisis en un equipo HPLC-PDA Shimadzu, se
utiliz6 una columna C18(2) 100A Luna® (250 x 4.6mm). El anélisis mediante HPLC

de los compuestos biotransformados a partir de la linearolactona se muestra en la
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figura 7, en la cual podemos observar varios cromatogramas en los que podemos
comparar los tipos de compuestos en las muestras ensayadas.

En la figura 7D se muestra los productos de biotransformacion de la
linearolactona, donde se pueden observar varios picos entre 5-6 mn y 10-13 mn.
También se encuentran presentes los picos correspondientes a los controles
negativos mostrados en las figuras 7 (A, B, C), lo que descarta estos compuestos
gue no son de nuestro interés.

La biotransformacion de la linearolactona es exitosa en el cultivo de células
NT1 como se evidencia en los cromatogramas. Por lo que un paso para escalar este
producto es necesario para poder extraer el producto de biotransformacion que nos

permita poder identificarlo.
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Figura 6: Resolucion por cromatografia en Capa fina de los productos de
biotransformacion.

Los resultados de la biotransformacion de linearolactona (6A) y acido p-
aminobenzoico (6B) se muestran (misma placa) en diferentes longitudes de onda
(A) 254nm (verde) y 365nm (azul). Carril 1 células NT1, carril 2: productos de
biotransformacion de la linearolactona o PABA, carril 3 controles de referencia

(linearolactona o PABA).
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Figura. 7: Cromatogramas en HPLC de los compuestos de biotransformacion de la Linearolactona a longitud de onda (A)

254nm.

En el panel 7A se muestra las células NT1. En 7B las células NT1 con DMSO; en 7C la linearolactona a 1mg/mL;y en 7D
los compuestos de biotransformacion de la linearolactona.
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4.4 Purificacion de los productos de biotransformacion

Una vez analizada la capacidad de las células NT1 para biotransformar los
compuestos Linearolactona y PABA, es necesario realizar la caracterizacion
guimica de los productos obtenidos. Sin embargo, es necesario tener los productos
puros y en cantidades suficientes para realizar ensayos de resonancia magnética
nuclear. Por ello, se realiz6 el escalado de los ensayos a un volumen de 500mL de
cultivo y de 50mg/mL de linearolactona y PABA.

La purificacion del producto de biotransformacion de la linearolactona se
realizé en columna de cristal de 1cm de diametro, se us6 como fase estacionaria
Silica gel 230-400um y una altura de 8cm. La fase mévil CHCIs: EtOAc (95:5). Se
obtuvieron 26 fracciones de 5mL cada una. En la figura 8 se muestran las fracciones
obtenidas en cromatografia en capa fina. En las figuras 8A y 8B se muestran las
fracciones de 5mL obtenidas desde la 9-26, el producto de biotransformacion se
obtuvo en las células vegetales de la fraccion 16-20. La purificacion permitié obtener
2.1 mg del compuesto de biotransformacion, lo cual es suficiente para RMN y poder
dilucidar su estructura quimica. Este proceso fue repetido dos veces ya que en la
primera ocasion no se obtuvo compuesto con la calidad requerida para enviarlo a
resonancia magnética nuclear.

Por otra parte, al escalar el proceso identificamos que el producto de
biotransformacion también fue exportado al medio del cultivo por las células, como
se muestra en la figura 8C. Es posible que en los primeros ensayos no observamos

esto debido a las cantidades utilizas.
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Figura 8: Purificacion de los productos de biotransformacién de la linearolactona.

Figura 8A muestras las fracciones de 5 mL de la fase mavil 9-17, la figura 8B
muestra fracciones de 5 mL de la fase mévil 18-26 en las células. La Figura 8C
muestra el resultado las fracciones de 5 mL 10-30 de los productos de
biotransformacion en el medio NT1. En los dos casos se muestra el control positivo

de la linearolactona en el ultimo carril.
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A) B)

1 23 456 78 910 11 1213 14 15 16 17 18 19

Figura 9: Resolucion en TLC de los productos de biotransformacién del acido p-
aminobenzoico.

Panel A muestra las fracciones de 1-10. Panel B, Fracciones de 11-19. En los dos
casos se muestra el control positivo del acido p-aminobenzoico. Revelado a
A254nm.
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La purificacion de los productos de biotransformacion de PABA se realizo en
columna de cristal de 1,8cm de diametro, se usé como fase estacionaria Silica gel
260 de altura 8cm, y la fase movil EtOAc: metanol (75:25). Se obtuvieron 19
fracciones de 25mL cada una. En la figura 9 se muestran las fracciones obtenidas
en cromatografia en capa fina. En las figuras 9A y 9B se muestran las fracciones de
25mL obtenidas desde la 1-19. Los productos de biotransformacién se obtuvieron
tres productos de biotransformacion en las células vegetales en las fracciones 2, 4-
5y 15-16. La purificacion permitié obtener 28mg, 90.6mg y 7.2mg de las fracciones
2, 4-5 y 15-16 respectivamente de los compuestos de biotransformaciéon. Este
proceso tuvo dos replicas, se obtuvo compuesto con la calidad requerida para
enviarlo a resonancia magnética nuclear. Aunque en la fraccion 4-5 se obtuvo el

producto mayoritario.

4.5 Resonancia magnética nuclear de compuestos de biotransformacion de
linearolactonay acido p-aminobenzoico

Los espectros de RMN de los productos de biotransformacion de linearolactona no
se obtuvieron debido a la poca cantidad del producto que se obtuvo en el ensayo.
Los espectros RNM de 13C y 'H de producto de biotransformaciéon mayoritario de

PABA (fraccidn 4-5) se muestran en la figura 10 y 11.
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Figura 10: Espectros comparativos de RMN *C de PABA y el compuesto de la fraccién 4-5.

La figura muestra el espectro de RMN de carbono 13 del producto mayoritario de la biotransformacion del PABA. En azul se muestran
los picos correspondientes a los &tomos de carbono de la estructura quimica de PABA. En rojo los picos correspondientes al producto
de biotransformacién, correspondientes en parte a la estructura de PABA con adicibn de otros picos que responden a las
modificaciones del compuesto inicial (PABA).
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Figura 11: Espectros comparativos de RMN *H de PABA y el compuesto de la fraccion 4-5.

La figura muestra el espectro de RMN de protdn (H1) del producto mayoritario de la biotransformacion del PABA. En azul se muestran
los picos correspondientes a los protones de la estructura quimica de PABA. En rojo los picos correspondientes al producto de
biotransformacion, correspondientes en parte a la estructura de PABA con adicion de otros picos que responden a las modificaciones
del compuesto inicial (PABA).

31



DISCUSION

V- Discusion
Los procesos de biotransformacion de metabolitos secundarios utilizando cultivos

de célula vegetales es una herramienta biotecnoldgica para la obtencion de
compuestos analogos con diversas aplicaciones, asi como para la obtencion de
nuevos compuestos quimicos. El cultivo de células vegetales en suspension de
Nicotiana tabacum poseen la capacidad bioquimica para la transformacion de
sustratos xenobidticos, realizando reacciones enzimaticas de hidroxilacion,
oxidacion, epoxidacion, reduccion y/o glicosilacion 4.

En el presente trabajo, utilizamos el cultivo de células vegetales en
suspension de Nicotiana tabacum NT1, para explorar la biotransformacién de
terpenos y de un compuesto aromatico. Nosotros evaluamos siete compuestos
exdgenos correspondientes a terpenos extraidos de plantas medicinales, y el
compuesto aromatico acido p-aminobenzoico (PABA) adquirido con Sigma-Aldrich,
este es un metabolito secundario que se obtiene de plantas, bacterias y levaduras.
Los resultados obtenidos muestran que solo el compuesto incomptina B disminuyo6
el crecimiento celular significativamente (p>0.05), considerandose un efecto
fitotdxico, como ya se ha reportado en un trabajo previo utilizando plantas de
diferentes especies®. No obstante, todos los compuestos fueron evaluados en los
ensayos de biotransformacion ya que se ha demostrado la capacidad de algunos
organismos de biotransformar compuestos xenobiéticos con efectos tdxicos®®.

Por otro lado, los resultados de biotransformacién del terpeno linearolactona,
mostraron un posible producto de biotransformacion. Sin embargo, no se obtuvieron
cantidades suficientes ya que se afiadieron al cultivo de células NT1 50 mg y se
recuperd 2.1mg de compuesto biotransformado. Al respecto, podemos especular
gue este compuesto fue utilizado como una fuente de carbono y metabolizado por
las células.

En el caso del compuesto PABA, se observo la obtencion de tres posibles
productos de biotransformacion. Sin embargo, sélo el compuesto obtenido en la

fraccidon 4-5 fue el mayoritario.
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Nuestros productos de biotransformacién se analizaron por RMN con dos
isotopos *H y 13C. La resonancia magnética nuclear (RMN) es la técnica que mayor
informacién estructural proporciona, donde se observan los nucleos de los atomos
y se puede conocer la influencia de cada entorno molecular sobre cada uno de los
atomos. En los resultados, la cantidad de compuesto de biotransformaciéon de la
linearolactona no fue suficiente para poder dilucidar la estructura. Las sefiales que
se observan son muy débiles y no nos permite inferir que tipo de transformacion se
llevé a cabo.

Los espectros de RMN 'H y 13C de las fracciones 2 y 15-16 de los productos
de biotransformacion de PABA indican que aun no se encuentran totalmente puros
Anexo 2 y 3. Solo se analizaron los espectros *H y 3C del compuesto mayoritario
en fraccion 4-5. El analisis estructural del compuesto en fraccion 4-5 se realizo
comparando los espectros de 3C y 'H con los espectros obtenidos de nuestro
producto de referencia PABA y con los espectros de los compuestos obtenidos en
otros trabajos anteriores de biotransformacion de PABA por cultivos celulares de
Eucalyptus perriniana y Solanum mammosum?® 57, En la primera columna de la tabla
5 se describen las sefales de los carbonos en la estructura de PABA, los espectros
se muestran en las figuras 10 y 11. En la segunda columna se describen las sefiales
de los carbonos de la fraccion 4-5 de nuestro producto de biotransformacion. En la
figura 10 y 11 se describen las numeraciones de los carbonos en la estructura de
PABA.

En los espectros de 13C la sefial del grupo carboxilo de PABA se observa en
169.3ppm y la sefial del grupo carboxilo del compuesto 4-5 aparecen en 165.7ppm,
en este Ultimo se observa un desplazamiento de la sefial lo que sugiere que hay
una modificacion en el grupo carboxilo. Comparando ademas, con los productos
obtenidos con el cultivo Eucalyptus perriniana®® la sefial aparece en 167.2 y
167.4ppm para los productos A y B respectivamente, el producto obtenido por el
cultivo Solanum mammsum?®’ se observa una sefial en 164.6ppm. Estas diferencias
sugieren que el grupo carboxilo de la fraccion 4-5 estd modificado.

La sefial del carbono aroméatico unido al grupo amino de PABA se observa

en 153.19ppm y la sefal del grupo amino en el compuesto 4-5 aparecen en
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152.03ppm, de igual manera se observa un desplazamiento. Analizando los
espectros de 13C de otros compuestos obtenidos por otros autores se observa la
sefal del grupo amino para los compuestos A, By C en 155.3, 153.4 y 153.9 ppm
respectivamente (Tabla 5). Esto sugiere que el grupo amino pudiera estar
modificado. Los restantes carbonos Cs3-C7, C4-Cs y C2 del compuesto 4-5 tiene el
mismo desplazamiento que PABA los cuales se ubican en la misma posicion. En el
espectro del 13C de la fraccién 4-5 se observan sefiales similares al espectro del
compuesto PABA puro, sugiriendo que es un producto derivado de PABA.

Las sefiales adicionales de la fraccién 4-5 en el espectro de *C como
94.5ppm y las ocho sefiales 77.8~69.7ppm, asi como las dos sefales de 60.9 y
61.27ppm sugieren la presencia de al menos dos moléculas de glucosa en la
estructura. Comparando con los datos del compuesto B obtenido de Eucalyptus
perriniana que contiene dos moléculas de glucosa coinciden estas sefiales.

La tabla 6 muestra una comparacion de los picos observados en el espectro
de 'H del compuesto PABA, de la fraccién 4-5 del producto de biotransformacién
mayoritario de PABA en Nicotiana tabacum, y de otros productos de
biotransformacién obtenidos a partir de PABA en cultivos de células vegetales
(Eucalyptus perriniana y Solanum mammsum).

Para el espectro de 'H se obtuvieron las sefales correspondientes a los
hidrogenos en la estructura de PABA Hs-H7 y Ha-Hs las cuales coincidieron con las
obtenidas en el compuesto 4-5 y las reportadas por los dos trabajos comparados.

En una ampliaciéon del espectro de 'H de la regién 3-4.7ppm se observan
muchas sefiales en la regiéon 3.29~3.89 las cuales pertenecen a los hidrégenos de
las glucosas (Anexo 4). Los hidrogenos de la glucosa de los productos de
biotransformacién reportado por los dos autores comparados se ubican en
3.25~3.86ppm, lo cual confirma nuestra sugerencia. Las intensidades de las sefales
nos sugieren que se trata de al menos dos moléculas de glucosa, corroborando los

datos del espectro de 3C
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Tabla 5: Comparacion sefiales del espectro *C de productos de biotransformaciéon a

partir de PABA

Producto de Productos de ] Productos dé,
PABA biotransformacion biotransformacion blotransformacion
13C (CD30OD) | Nicotianatabacum | Eucalyptus perriniana®® Solanum
13C (CDsOD) ppm 13C (CsDsN) ppm mammsum®”
13C (6 DMSO-ds) ppm
PABA 4-5 A B C

1 169.3 1 165.8 1 167.4 167.2 1 164.6
2 117.7 2 118.0 2 117.6 119.5 2 1151
3 1314 3 1314 3 133.1 132.8 3 131.6
4 112.9 4 112.6 4 114.3 114.0 4 112.7
5 153.2 5 152.0 5 155.3 153.4 5 153.9
6 112.9 6 112.6 6 114.3 114.0 6 112.7
7 1314 7 1314 7 133.1 132.8 7 131.6

1 94.5* 1 95.8 95.9 1 94.2

2 73.1* 2 74.1 74.1 2 72.6

3 77.8* 3 78.2 78.2 3 76.6

4 72.7* 4 71.2 71.2 4 69.6

5 77.2* 5 78.8 78.8 5 77.8

6 60.9* 6 62.4 62.2 6 60.6

1 84.20* 1 85.6 17

2 70.3* 27 74.5 27

3 77.4* 37 78.6 37

4 69.7* 4 71.7 47

5 76.5* 57 79.2 57

6" 61.3* 6" 62.7 6"

*Los nimeros en color rojo son desplazamientos experimentales de la fraccion 4-5 obtenida en

nuestro trabajo

A. p-aminobenzoyl B-D-glucopyranoside, B. p-(N-B-D-Glucopyranosylamino) benzoyl (-D-gluco-
pyranoside 56

C. p-aminobenzoic acid 7-O-B-D-glucopyranosyl ester 57
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Sin embargo, en los dos espectros, 3C y 'H, aparecen sefiales las cuales no
sabemos el origen, lo cual nos hace suponer que este producto, aunque es
mayoritario en la fraccion 4-5, no esté totalmente puro. Ademas, se necesitan mas
pruebas de RNM para poder definir una estructura final, como por ejemplo espectros
en dos dimensiones COSY y HMBC que nos ayuden a saber la ubicacion exacta de
los protones.

En la figura 12 se muestran en el panel Ay B las estructuras obtenidas por
los autores comparados. En el panel 3C proponemos tres posibles estructuras de
nuestro compuesto de biotransformacion obtenido en la fraccién 4-5, las cuales
pueden estar presentes en mezclas. Esto lo podemos deducir en base a las sefiales
obtenidas en los espectros 13C y 'H analizados y a las comparaciones realizadas
con los dos trabajos referidos.

Las inferencias realizadas sugieren que el compuesto de biotransformacion
de PABA en el cultivo de células vegetales NT1 ha sido producto de reacciones de
glicosilacion de la molécula de PABA. La glicosilacion del PABA era una de las
modificaciones esperadas ya que otros autores han reportado reacciones de
glicosilaciéon con distintos tipos de cultivos de células vegetales 4. Existen reportes
de reacciones de glicosilacion de las células NT1; Furuya et al., (1987) reportaron
la glicosilacion del &cido 2-fenilpropionico y 2- fenilpropidnato de etilo por éstas
células®’.

En un reciente trabajo de Hernandez et al. (2018), obtuvo de la planta Bidens
odorata un compuesto glicosilado derivado de PABA el cual demostré un efecto
importante en la disminucion de colesterol, triglicéridos y en el aumento
lipoproteinas de alta densidad, que podrian ser posibles agentes hipolipemiantes.
Ademas, el extracto etandlico del compuesto glicosilado mostré actividad
antimicobacteriana, esto contribuye a encontrar alternativas naturales potenciales
para el tratamiento de la tuberculosis, aliviando asi el problema emergente de
resistencia a los medicamentos que muestran algunas cepas de tuberculosis®®. En
este sentido, la estructura definitiva del producto de biotransformacién de PABA
obtenido en este trabajo, asi como sus posibles actividades biolégicas pueden ser

evaluadas en un trabajo posterior.
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biotransformacion de PABA por células vegetales.

'H de productos de

PABA
'H (CDsOD) ppm

Nicotiana tabacum

(en este trabajo)

Eucalyptus perriniana 56
1H (CsDsN) ppm

Solanum

mammsum>’
13C (5 DMSO-de)

1H (CD30D) ppm ppm
H PABA 4-5 A B C
H3-H7 7.76 H3-H7 7.9 H3-H7 7.81 7.9 H3-H7 7.78
H4-H6 6.65 H4-H6 6.8 H4-H6 6.63 6.81 H4-H6 6.67
H4-H'5 | 3.29~3.89 | H'4-H'5 3.39~3.45 | 3.39~3.45 | H4-H'5 3.39
H'2-H'3 | 3.29~3.89 | H'2-H3 3.45~3.51 | 3.45~3.51 | H'3-H2 3'2‘?’52~3
H 6a 3.29~3.89 H'6a 3.69 3.67~3.7 H 6a 3.56
H"6b 3.29~3.89 H’6b 3.85 3.86 H 6b 3.73
H'1 5.69 H1 5.65 5.66 H1 5.59
H”1 4.65 H"1 4.63
H"2 3.29~3.89 H"2 3.36
H2 3.29~3.89 H2 3.47
H'3,4,5- H'3,4,5-
H3.45 3.29~3.89 H'3.45 3.35~3.5
H 6a 3.29~3.89 H 6a 3.67
H 6a 3.29~3.89 H 6a 3.7
H"6b 3.29~3.89 H"6b 3.86

*Los nimeros en color rojo son desplazamientos experimentales de la fraccion 4-5 obtenida en
nuestro trabajo
A. p-aminobenzoyl B-D-glucopyranoside, B. p-(N-B-D-Glucopyranosylamino) benzoyl (-D-gluco-
pyranoside 56
C. p-aminobenzoic acid 7-O-B-D-glucopyranosyl ester 57
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Figura 12: Estructuras quimicas de productos de biotransformacion de PABA por
células vegetales

Panel Ay B productos de biotransformacion de PABA obtenidos de los cultivos de células
vegetales Eucalyptus perriniana y Solanum mammosum®® ° Panel C Productos de
biotransformacion de PABA sugeridos en nuestro trabajo obtenidos del cultivo de células
vegetales NT1.
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IV-Conclusiones

Las células NT1 toleraron la presencia de metabolitos secundarios exdgenos
y que naturalmente no estan presentes en estas células. Sin embargo, solo
incomptina B afectd drasticamente el crecimiento celular, considerando que
este compuesto es fitotoxico como anteriormente se reporto.

Las células de NT1 mostraron ser un sistema biologico capaz de
biotransformar la linearolactona y el acido p-amimobenzoico (PABA), esto
sugiere su utilidad para la modificacion de compuestos de interés con
caracteristicas quimicas similares, a fin de obtener compuestos anéalogos con
posibles aplicaciones farmacoldgicas o industriales.

El andlisis de los datos de RMN del producto de biotransformacién de PABA

por las células NT1, sugieren que este compuesto es un derivado glicosilado.

V-Perspectivas
Identificar posibles enzimas que participen en las reacciones de

biotransformacién de acido p-aminoenzoico y linearolactona.
Evaluar la posible actividad bioldgica de los productos de biotransformacion.
Realizar la expresion heter6loga de enzimas (por ejemplo, CYP450) en

células NT1, y evaluar su capacidad de modificar los compuestos quimicos.
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ANEXOS

VII-Anexos

Anexo 1: Medio minimo Murashige & Skoog liquido
Preparar las siguientes soluciones stock

Solucién Contenido Para Condiciones de
450m| Almacenamiento
(stock
100X)
[-Nitratos Nitrato de amonio 74.25¢ TA
Nitrato de potasio 85.5¢
[I-Sulfatos Sulfato de magnesio | 15.426g 4°C
7H20
Sulfato de magnesio | 0.7605g
H20

Sulfato de zinc 7H20 0.387g
Sulfato cuprico 5H20 0.001125¢g

llI-Halégenos Cloruro de calcio 2H20 | 19.8g 4°C
Yoduro de potasio 0.0378g
Cloruro de cobalto 6H20 | 0.001125g
IV-Fosfatos KH2PO4 7.65¢ 4°C
Acido bérico 0.279g
NazMoO4 0.001125¢g
V-Quelatos y | FeSO4 7H20 (a 4°C) 1.251¢g 4°C (Cubrir con
vitaminas EDTA 2H20 1.6785¢g aluminio)
Myo-inositol 4.5¢9
Tiamina HCL 0.045g

Preparar por separado un stock de &cido 2-4diclorofenoxiacético (2-4,D) a una
concentracion de 1mg/ml. Almacenar a -20°C.

Preparacion del medio NT1

Para un litro: Para 5L
Agregar 10ml de c/u de las soluciones | 50ml c/u
stock en la mitad de agua
Agregar 30g de sacarosa 150g
Agregar 2ml de 2-4D a 1mg/ml | 10ml
(Almacenado a -20°C)
Aforar a 1L Aforar a 5L
Ajustar pH entre 5.2-5.7 con KOH

Esterilizar al momento de la preparacion y almacenar a -4°C

Esterilizar nuevamente cada alicuota que se vaya a usar para cambio de medio
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ANEXOS

Anexo 2: Espectro de RMN H de la fraccién 2
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ANEXOS

Anexo 3: Espectro de RMN *H de la fraccion 15-16
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ANEXOS

Anexo 4: Expansién del espectro de RMN H de la fraccion 4-5
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