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ABSTRACT

Objective: To describe and analyze the importance of secondary metabolism in roots, on main drugs in in vitro root
cultures, as well as in different configurations of bioreactors, and in the use of biotic and abiotic elicitation, in order to
contribute to the expansion of the production of secondary metabolites in each system at a molecular level.
Design/methodology/approach: A review of updated literature was made regarding secondary metabolism, the
pharmaceutical production from in vitro root cultures in flasks, as well as the production of drugs from roots grown in
bioreactors, and performing in vitro elicitation.

Results: Manipulation of plant roots in bioreactors was found to be attractive, making it an excellent alternative for
conducting further research on increased pharmaceutical production at an industrial level. Elicitation represents a strategy
that induces a genetic response to secondary metabolites.

Limitations on study/implications: In genetics terms, in vitro cell and callus cultures are less stable when compared to in
vitro organ and root cultures.

Findings/conclusions: /n vitro culture of roots in flasks is a successful alternative to drug production by using plant
biotechnology. With the purpose of promoting a greater production and commercialization of drugs, these crops motivate
a greater production in bioreactors. In addition, the biochemical and genetic stability of secondary metabolites produced
in roots through in vitro cultures may favor a higher demand in the pharmacological field. There is also a significant
differentiation in morphological terms of the metabolites, a condition that would lead to a feasible and sustainable

alternative under commercial terms.
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RESUMEN

Objetivo: Describir y analizar la importancia del metabolismo
secundario en las raices, los principales farmacos en cultivos in vitro
de raices y en distintas configuraciones de biorreactores y el uso de
la elicitacion bidtica y abidtica, a fin de contribuir a incrementar la
produccion de los metabolitos secundarios a nivel molecular en ambos
sistemas.
Disefio/metodologia/aproximacién:  Se  realizd una  revision
bibliografica actualizada con respecto al metabolismo secundario,
produccion de farmacos a partir de cultivos in vitro de raices en
matraces, produccion de farmacos a partir de raices cultivadas en
Biorreactores y elicitacion in vitro.

Resultados: Se encontro que la manipulacion de las raices vegetales
en biorreactores es atractiva y la convierte en una excelente opcion
para realizar investigaciones de maxima produccion de farmacos a
nivel industrial. La elicitacion es una estrategia que permite inducir la
expresion genética de los metabolitos secundarios.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Los cultivos in vitro de células
y callos son menos estables genéticamente que los cultivos in vitro de
organos y raices.

Hallazgos/conclusiones: Los cultivos in vitro de raices en matraces son
una exitosa alternativa de produccion de farmacos en biotecnologia
vegetal y sirven como un indicador importante para calcular el
escalamiento en biorreactores con el objetivo de lograr una mayor
produccion y comercializacion de farmacos. La demanda de los
metabolitos secundarios de interés farmacologico producidos en
raices mediante el cultivo in vitro en un futuro serd cada vez mayor
dada su estabilidad bioquimica y genética, asi como su diferenciacion
morfologica, siendo una alternativa comercialmente factible vy

sustentable.
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pilosas.

INTRODUCCION

. demanda de biomasa de plantas medi-
La C re C | e n te cinales a escala mundial refleja los pro-
blemas y las crisis originadas por la disminucion de los recursos renovables
y el aumento del numero de consumidores (Baque et al., 2012). Ante esta
situacion, el cultivo in vitro se perfila como una alternativa de produccion
vegetal, debido a sus diversas ventajas, como la posibilidad de inducir cultivos
independientemente de la localizacion geografica o estacion, de cultivar me-
ristemos apicales libres de plagas o enfermedades y de cultivar especies en
peligro de extincion (Barrales-Curefio et al., 2017). Las aplicaciones del cultivo
de raices contribuyen a descubrimientos y aplicaciones en fisiologia vegetal,
metabolismo de carbohidratos, nutricion, hormonas, entre otros. Los matra-
ces agitados son los biorreactores mas utilizados en el area de la biotecno-
logia vegetal para el desarrollo de nuevos bioprocesos (Reyes et al., 2017).
La ventaja de los cultivos in vitro realizados en matraces agitados es su bajo
costo y factibilidad de manejo. En biorreactores, el escalamiento permite que
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la produccion sea rentable y que
se produzca en mayores cantida-
des utilizando analisis dimensional,
semejanza geomeétrica, relaciones
empiricas a partir de un conjunto
de datos y en modelos con apoyo
de relaciones empiricas. Ambos ti-
pos de cultivos tienen un enfoque
alternativo para aumentar la pro-
ductividad de los farmacos basados
en las raices de las plantas. Algunos
farmacos de gran importancia ob-
tenidos a partir de raices en cultivo
in vitro son: taxol a partir de Taxus
spp., vincristina, vinblastina a partir
de Catharanthus, ginsenosidos de
Panax (Hea et al., 2005), glicosidos
cardiacos a partir de Digitalis, fors-
kolina de Coleus, alcaloides indo-
licos de Cinchona, escualina de
Cichorium, antraquinonas de Cassia,
alcaloides del tropano a partir de
Hyocyamus y Atropa, artimisina de
Artemisia, tiofenos de Ambrosia 'y de
Tagetes, hidroxiecdisona a partir de
Ajuga, withanolidos de Withania, va-
leopotriato de Valeriana, diosgenina
de Trigonella, tricosantina a partir de
Trichosanthes, esteroides de Sola-
num, daidzeina a partir de Psoralea,
verbascosidos de Paulownia, shiko-
nina de Lithospermum, lignanos de
Linum, lawsona de Lawsonia, flavo-
noides isoprenilados y glicirrhizina a
partir de Glycyrrhiza (Eapen y Mitra,
2001). En cultivos in vitro, existen 3
tipos de funcion de respuesta que
presentan las raices: 1) aquéllas que
pueden desarrollarse de modo in-
definido en cultivo (como tomate,
clavo y el género Datura); 2) las que
pueden crecer por periodos prolon-
gados en el medio de cultivo, pero
no de forma perenne (chicharo, tri-
go) limitandose la velocidad de cre-
cimiento, asi como la formacion de
raices laterales débiles e insucientes
y 3) las raices que dificilmente cre-
cen debido a que requieren condi-
ciones hasta ahora poco estudiadas



‘ Sampayo-Maldonado et al. (2018)

(especies lefiosas). Por lo tanto, el presente trabajo trata
sobre la importancia del metabolismo secundario; los
principales farmacos producidos en cultivos in vitro de
matraces y biorreactores asi como los tipos de elicita-
cion: bidtica y abiotica.

Metabolismo secundario

El metabolismo secundario se define como la biosinte-
sis, transformacion y degradacion de compuestos endo-
genos mediante proteinas de especializacion (Orozco
et al., 2002). Los productos de este metabolismo se de-
nominan metabolitos secundarios y tienen aplicaciones
como esencias en perfumeria, colorantes, insecticidas,
aditivos nutritivos o productos farmacéuticos. Se consi-
deran tres grandes grupos de metabolitos secundarios:
terpenos, fenoles y alcaloides, de éstos compuestos
solo un numero reducido es producido por sintesis qui-
mica (Orozco et al., 2002). En virtud de su estructura,
los metabolitos secundarios son quimicamente reac-
tivos; es decir, son aptos para ingresar en los sistemas
vivos, interactuar y cambiar la estructura de un receptor
o blanco molecular, y penetrar celularmente donde pue-
den afectar varios procesos fisiologicos. De alli deriva su
actividad bioldgica o farmacologica (Anaya y Espinosa,
2006). Las plantas producen decenas de miles de me-
tabolitos secundarios, algunos se consideran productos
naturales o drogas (con sus derivados y analogos) y re-
presentan alrededor del 25% de los productos con uso
medicinal. Su empleo puede ser directo o bien como
precursores y modelos para la sintesis 0 semi-sintesis de
farmacos (Anaya y Espinosa, 2006). Las raices acumulan,
secretan y sintetizan una gama diversa de metabolitos
secundarios. Se conoce que la actividad de biosintesis
en las raices también se mantiene en cultivos in vitro.
El cultivo in vitro de Organos representa una alternativa
interesante para la produccion de metabolitos secunda-
rios de plantas. Dos tipos de organos son considerados
de mayor importancia: los brotes y las raices (Bourgaud
et al,, 2001), los cuales pueden ser cultivados a gran es-
cala (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011). Los factores que
permiten la acumulacion de los metabolitos secundarios
son: presencia de determinados tipos de células, pre-
sencia de ciertos organelos y la expresion y regulacion
de genes biosintéticos o catabolicos (Kreis, 2007). Una
desventaja del cultivo de brotes es precisamente que no
puede producir todos los metabolitos que se obtienen
en las hojas de las plantas en condiciones naturales. Se-
gun Kreis (2007) si el compuesto de interés se sinteti-
za en las raices, entonces no aparecera en el cultivo de
brotes. Por otra parte, es necesario tener en cuenta que

aunque el compuesto se sintetice en las hojas puede
gue su patron y concentracion sean diferentes a los que
se obtienen en plantas intactas. Como principal ventaja,
se sefala que el cultivo de 6rganos, como las raices, es
mas estable genéticamente comparado con el cultivo
de suspensiones celulares y callos.

Produccion de farmacos a partir de cultivos in vitro
de raices en matraces

Los matraces agitados son los biorreactores mas utiliza-
dos en el area de la biotecnologia vegetal para el desarro-
llo de nuevos bioprocesos (Reyes et al., 2017). La ventaja
de los cultivos in vitro realizados en matraces agitados es
su bajo costo y factibilidad de manejo (Reyes et al., 2017).
Las grandes compariias que trabajan en el campo de la
biotecnologia realizan desde 10,000 hasta 1,000,000 de
experimentos en matraces agitados anualmente (Reyes
etal, 2016). Los siguientes factores intervienen en el éxi-
to de un cultivo in vitro de raices: la composicion del
medio de cultivo (sales inorganicas, vitaminas y fuente
de carbono), temperatura, pH y radiacion luminosa. Se
han llevado a cabo exitosos cultivos in vitro de raices en
matraces para la produccion de farmacos de interés meé-
dico. Por ejemplo, estudios realizados a partir de cultivos
in vitro de raices de Solanum trilobatum para producir
solasodina (precursor para la produccion de complejos
esteroideos tales como pildoras anticonceptivas) podrian
explotarse para escalarse en biorreactores (Pandurangan
et al, 2010). Ademas, se han realizado cultivo in vitro de
raices de Cannabis sativa, los cuales se indujeron a partir
de cultivo de callos en medio solido B5 suplementado
con 4 mg L™! de 4cido naftalenacético en oscuridad a
25 °C (Farag y Kayser, 2015). El analisis del contenido de
cannabinoides se realizd por HPLC y se confirmo por
espectrometria de masas, el contenido fue de 2.0 ug g_1
peso seco (Farag y Kayser, 2015). Algunos metabolitos
secundarios producidos en cultivos in vitro de raices
son: alcaloides a partir de Atropa belladona (Yang et al.,
2011), saponinas y ginsenosidos de Panax ginseng (Kim
et al,, 2009), isoflavonoides a partir de Pueraria tuberosa
(Rathore y Shekhawat, 2009), antraquinonas a partir de
Morinda royoc (Borroto et al., 2008), entre otros. En la
Figura 1 se muestran las estructuras quimicas de los prin-
cipales metabolitos secundarios obtenidos a partir del
cultivo in vitro de raices en matraces agitados.

Produccion de farmacos a partir de raices

cultivadas en Biorreactores

El cultivo in vitro de raices a nivel matraz limita la ob-
tencion de biomasa necesaria para la produccion de
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Figura 1. Esqueletos quimicos de farmacos obtenidos a partir de cultivos in vitro de raices crecidas en matraces. a) Solasodina (P. M.: 413.64 g
mol™Y; b) Escopoletina (P. M.: 19216 g mol™; ¢) Lupulona (P. M.: 414.586 g mol™Y; d) Hiperforina (P. M.: 536.78 g mol™Y; e) Sapogenina tal como
la gipsogenina 3-O-glucurénido (P. M.: 660.83 g mol™); f) Antraguinona (P. M: 208.22 g mol™); g) Nicotina (P.M.: 162.23 g mol™Y; h) Lawsona (P.

M.: 174.15 g mol™); e ) Quinina (P.M: 32442 g mol ™).

metabolitos y un mayor nivel de absorcion de sustan-
cias, de tal forma que se hace necesario el escalamiento
en biorreactores (Giri y Narasu, 2000). El biorreactor es
el equipo central de todo bioproceso. Los biorreactores
se clasifican en funcion del criterio que se utilice para
ello: tipo y forma del biocatalizador, configuracion del
biorreactor, modos de operacion, forma en que se su-
ministra la energia para la agitacion, entre otros (Rangel

AP
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et al, 2001). En un biorreactor, algunos factores impor-
tantes que afectan la produccion de biomasa y la acu-
mulacion de metabolitos secundarios y que se deben
tomar en cuenta son: la composicion quimica del me-
dio, la densidad del inoculo, el periodo de iluminacion
y las tasas de aireacion (Thakore et al,, 2017). Diversos
cultivos in vitro de raices se utilizan para producir far-
macos a través del uso de distintas configuraciones de
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biorreactores. Entre los biorreactores de mayor uso se
tienen los de columna de burbujas, tambor giratorio,
columna de burbuja modificada con soporte de ma-
lla de polipropileno y columna de burbuja modificada
con soporte de espuma de poliuretano (Thakore et al.,
2017). Un valioso ejemplo de la produccion de un far-
maco producido en biorreactor, es el que se obtiene a
partir de raices de Catharanthus roseus, las cuales pro-
ducen ajmalicina, utilizada en el tratamiento de trastor-
nos circulatorios. En un biorreactor de tambor rotatorio
se obtuvo 4.6x04 mg L~ de ajmalicina (Thakore et al.,
2017). Por otro lado, la produccion de metabolitos se-
cundarios de tipo alcaloide del tropano utilizados como
farmacos, tales como la hiosciamina (utilizada para con-
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trolar la enfermedad de Parkinson, alivio de trastornos
gastrointestinales y cardiopatias), anisodamina (utilizada
en el tratamiento de enteritis agudas) y escopolamina
(antiparkinsoniano, analgésico local, antiespasmadico vy
provoca dilatacion de la pupila en examenes de fondo
de 0jo), se han obtenido a partir de cultivos in vitro de
raices de Brugmansia candida, las cuales fueron creci-
das en biorreactor agitado de 1.5 L (Cardillo et al., 2010).
La anisodamina fue el alcaloide predominante de B.
candida alcanzando una concentracion de 10.05+0.76
mg/g peso seco (Cardillo et al., 2010). En la Figura 2
se muestran las estructuras quimicas de los principales
metabolitos secundarios obtenidos a partir de cultivo in
vitro de raices en biorreactores.
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Figura 2. Esqueletos quimicos de metabolitos secundarios obtenidos a partir de cultivos in vitro de raices crecidas en biorreactores. a) Hiosciamina
(P. M.: 289.37 g mol™Y); b) Escopolamina (P. M.: 303.35 g mol™); ¢) Plumbagina (P. M.: 188.18 g mol™); d) Atropina (P. M.: 28940 g mol™); ) Arte-
misinina (P. M.: 282.33 g mol™); ) Betacianina (P. M.: 726.60 g mol™); g) Tiofeno (P. M.: 84.14 g mol™); h) Valepotriato (P. M.: 422.47 g mol™); e i)
Levodopa (L-DOPA) (P. M.: 19719 g mol_l).
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La produccion de hiosciamina y escopolamina fue signi-
ficativamente mayor cuando se cultivaron raices y bro-
tes de Atropa belladona y Duboisia sp. en un biorreactor
dual (dos recipientes diferentes conectados con un tubo
entre ellos) con respecto a un solo biorreactor que con-
tenia ambos tipos de 6rganos en un Mismo recipiente. El
tubo conector permite la traslocacion de la hiosciamina
producida en las raices hasta los brotes, donde se bio-
transforma a escopolamina (Subroto et al., 1996).

Elicitacion in vitro

La técnica de elicitacion es una estrategia efectuada por
un elicitor adicionado (en concentraciones micromolar)
al medio de cultivo in vitro liquido para inducir, estimular
0 mejorar la produccion de los metabolitos secundarios
(Namdeo, 2007). Las estrategias de elicitacion se pue-
den llevar a cabo mediante elicitores biodticos o abioticos
siendo una alternativa eficiente y factible en sistemas de
cultivos in vitro de raices (Barrales-Curefio et al.,, 2016).
Algunos factores importantes que afectan la produccion
de metabolitos secundarios son la concentracion y el
tiempo de exposicion del elicitor (Dini et al., 2014). Algu-
nos ejemplos tipicos de elicitores bidticos son: quitosa-
no (Figura 3a), micelio fungico, paredes celulares de bac-
terias, glicoproteinas, levaduras, moléculas que actuan
como sefales enddgenas: acido salicilico (Figura 3b) vy
acido jasmonico (Figura 3c); mientras que los elicitores
abioticos son: la temperatura, pH, luz UV, sales de meta-
les pesados e iones metalicos.

Algunos ejemplos de elicitacion realizados en cultivos
in vitro son: la plumbagina, una naftoquinona produci-
da por las plantas con propiedades farmacologicas de
tipo antimicrobiana, se produjo en un biorreactor a los
20 dias, obteniéndose 13.16%x1.72 mg/g peso seco de
plumbagina mediante elicitacion de 200 mg L™y 80
uM de jasmonato de metilo (Gangopadhyay et al., 2011).
Tambien, minerales como el magnesio y el calcio se han
utilizado como elicitores abioticos para sobreexpresar la

CH,OH CH,OH CH,OH
O @) o)
OH 0 OH o OH
HO
NH,  NH,  |n NH,

produccion de acido valeronico en Valeriana officinalis
(Dini et al., 2014). Los elicitores actuan en los mecanis-
mos de transduccion de sefales, los estimulos externos
(elicitores) causan un aumento en el nivel de Ca°" cito-
plasmico a través del ciclo del fosfatidilinositol y sistema
de la adenilato ciclasa. Se ha acumulado evidencia que
sugiere que las células vegetales contienen los princi-
pales componentes del ciclo del fosfatidilinositol, y de
AMPc (Kaplan et al.,, 2007).

CONCLUSIONES
os cultivos in vitro de raices en matraces son una
exitosa alternativa de produccion de farmacos en
biotecnologia vegetal y sirven como un indicador
importante para calcular el escalamiento en bio-
rreactores con el objetivo de lograr una mayor produc-
cion y comercializacion de farmacos. La manipulacion
de las raices vegetales en biorreactores es atractiva y la
convierte en una excelente opcion para realizar inves-
tigaciones de maxima produccion de farmacos a nivel
industrial. En un futuro la demanda de los metabolitos
secundarios de interés farmacologico producidos en
raices mediante el cultivo in vitro sera cada vez mayor
dada su estabilidad bioquimica y genética, asi como su
diferenciacion morfologica, siendo una alternativa co-
mercialmente factible y sustentable.
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