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Resumen

Los alcaloides bencilisoquinolinicos (ABI) son metabolitos especializados con una distribucién filogenética antigua pero conservada
todavia en clados modernos. Varios de ellos, como la morfina, sanguinerina y berberina tienen importancia en la medicina moderna. En
esta revision se analizan los aspectos mas sobresalientes del estado actual de la biosintesis de ABI. Se han realizado estudios que han
permitido conocer la biosintesis de 22 de estos metabolitos nitrogenados. En su formacién participan 43 enzimas agrupadas en oxido-
reductasas, transferasas y liasas, que en algunos casos representan ejemplos atipicos de la forma en la que se origind la diversificacién del
metabolismo secundario, entre ellos proteinas citocromo P450 (CYP450) con actividades cataliticas para la ruta de los ABI, o la enzima
norcoclaurina sintasa (NCS) que esta emparentada con proteinas alergénicas de defensa. Asi mismo, hay avances genéticos en los que
se ha podido caracterizar 30 enzimas, permitiendo conocer procesos de regulacién. Otro aspecto interesante es la compartimentacién
de los sitios de biosintesis y acumulacién de ABI ya que en varios casos estin separados espacialmente y en distintas especies o en la
misma pueden participar varios tipos de células. Ello ha sugerido €l transporte intra e intercelular de los alcaloides, los precursores y
de las enzimas, se ha documentado el transporte de berberina entre €l citoplasma y las vacuolas del almacenamiento. El panorama de la
biosintesis de ABI se ha construido con los estudios de ejemplares de importancia farmacolégica.

Palabras clave: metabolismo especializado, metabolismo secundario, transporte celular, compartimentacién celular, regulacién tejido-
especifica.

Abstract

Benzylisoquinoline alkaloid biosynthesis. The benzylisoquinoline alkaloids (BIA) are specialized metabolites with an ancient phylogenetic
distribution, but still preserved in modern clades. Some of them, such as morphine, sanguinerine or berberine, are important for modern
medicine. This review discusses the highlights of the current state of the biosynthesis of BIA. There have been studies that show the
biosynthesis of 22 of these nitrogenous metabolites. In their formation there are 43 enzymes grouped into oxidoreductases, transferases
and lyases, which in some cases represent atypical examples of the manner in which the secondary metabolism diversification was
originated. Two of these examples are the cytochrome proteins P450 (P450), with catalytic activities for ABI route, or the norcoclaurine
synthase enzyme (NCS), which share substantial identity with defense allergenic proteins. Likewise, there are genetic advances that
have produced the characterization of 30 enzymes, allowing knowledge of regulatory processes. Another interesting aspect is the
compartmentation of the biosynthesis sites and accumulation of BIA, since in several cases they are spatially separated and in different
species, or in the same species several types of cells may be involved. This has suggested intra and intercellular transport of alkaloids,
precursors and enzymes, and it has been documented berberine transport between the cytoplasm and the vacuoles of storage. The picture
for the biosynthesis of BIA has been constructed with exemplary studies of alkaloids with pharmacological importance.

Key words: specialized metabolism, secondary metabolism, cellular transport, cell compartment, tissue-specific regulation.
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Resumo

Biossintese de alcaldides benzilisoquinolinas. Os alcaldides benzilisoquinolinas (ABI) sdo metabodlitos especializados com uma
distribuicao filogenética antiga, mas ainda preservada em clados modernos. V &rios del es, como a morfina, sanguinarina e berberinasdo
importantes namedicinamoderna. Neste artigo, se analisam os aspectos mai s destacados do estado atual dabiossintese de ABI; hdestudos
gue tem permitido conhecer a biossintese de 22 desses metabdlitos nitrogenados. Na sua sintese participam 43 enzimas agrupadas em
oxidoreductases, transferases, liases e, em alguns casos, representam exempl os atipicos daformapelaqual se originou a diversificacdo
do metabolismo secundério, incluindo as proteinas do citocromo P450 (CY P450), com atividades cataliticas para arotados ABI, ou a
enzima norcoclaurinasintase (NCS), que esta rel acionada com proteinas al ergénicas de defesa. Da mesmaforma, ha avangos genéticos
na caracterizagdo de 30 enzimas, permitindo conhecer processos de regulagdo. Outro aspecto interessante € acompartimentalizacdo dos
sitios de biossintese e acumulagéo de ABI umavez que em muitos casos estéo separados espacial mente e em diferentes espécies, ou na
mesma podem participar variostipos de células. Isto ha sugerido o transporteintraeintercelular de alcal 6ides, precursores das enzimeas,
tem sido documentado o transporte de berberina entre o citoplasma e os vactiol os de armazenamento. A perspectiva na biossintese de
ABI foi construida com os estudos de exemplares de importancia farmacol dgica.

Palavras-chave: metabolismo especializado, metabolismo secundério, transporte celular, compartimentalizagdo celular, regulagdo

tecido-especifica

I ntroduccion

L as plantas producen metabolitos secundarios, recientemente
renombrados como metabolitos especializados, moléculas
que no son ubicuas, y que no estan directamenteinvolucradas
con los procesos primarios de crecimiento y desarrollo,
lo que significa que no son necesarias en el metabolismo
primario, pero que cumplen con algunafuncién ecol égicay
guetoman precursores parasu biosintesis del metabolismo
primario (1-4).

Dentro de estos metabolitos especializados se encuentran los
alcaloides, cercade 21, 000 compuestos encontrados hasta
hoy en el 20% delaplantas, son moléculas nitrogenadas de
baj o peso molecular con unaampliavariedad de estructuras
quimicasy de actividadesbiol 6gicas (5-8). Algunosdeellos
como lavincristinay el taxol son usados como farmacos
anticancerigenosy otros masincluyendo alamorfinacomo
potentes analgésicos. Hasta ahora, la razon de ser de los
acaloidesenlasplantas estajustificadapor susimplicaciones
ecol bgicas, yaque son barreras quimicas contrafitopatdgenos
(bacterias, hongos y virus) y herbivoros o reservorios de
nitrégeno (6, 9).

Laimportanciade estos compuestos naturalestanto paralas
plantas como paralos humanos hallamado laatencion de
variosinvestigadores. Se han podido determinar aspectos
celulares y moleculares de su biosintesis, entre ellos las
formas, los sitios, los momentosy laregulacion (10-12).
Uno de los puntos mas interesantes es el relacionado con
lacompartimentacién delasrutas de biosintesis, en donde
estan involucrados diferentes tegjidos, células, organulos
y transportadores especificos. El entendimiento de estos
aspectos permite un acercamiento alaformaen lacual las
célulasy lostejidos delas plantas resuel ven un movimiento

coordinado de precursores, intermediario, productos,
enzimas y transcritos para la formacién de metabolitos
secundarios. En el estudio de este tema esta integrado
€l uso de herramientas modernas y tradicionales en las
areasdebiologiacelular y molecular, genética, quimicay
bioquimicay en varios casos son investigacionesdefrontera.
En este trabajo se documentael conocimiento actual sobre
la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos y su
coordinacion espacio temporal.

Biosintesis de alcaloides
bencilisoquinolinicos

El primer al cal oide bencilisoquinolinico (ABI) conocido
fue la morfina, aislada del opio por Friedrich Wilhelm
Sertlrner en 1804, constituyendo todo un suceso en la
guimica de los productos naturales (13, 14). Hoy se
cuentacon un nimero cercano a 2500 estructuras, que se
caracterizan por presentar un esquel eto carbonado bésico
gue proviene de un enlace entre un anillo isoquinolinico
y otro bencil (sistema 1-benciltetrahidroisoquinolina,
1-btig) (15). La diversidad estructural resulta de las
modificaciones al esqueleto 1-btiq por hidroxilaciones,
reducciones, oxidaciones, formacién de enlaces C-C y
O-y N-metilaciones (16, 17), de tal formaque se pueden
distinguir bésicamente 13 subtipos: simples, aporfinas,
benzofenantridinas, bisbencilisoquinolinas, cularinas,
ftalideisoquinolinas, morfinanos, morfinandienonas,
pavinas/isopavinas, protoberberinas, protopinas,
rhoeadinas/paverrubinas, y secoberberinas (Figura 1)
(16, 18, 19).

Los ABI ademés de ser reconocidos por las propiedades
farmacol 6gicas que exhiben (Tabla 1), tienen importancia
biolégica porque son moléculas con un origen vegetal
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Figura 1. Diversidad estructura de alcaloides bencilsioquinolinicos (16,19).

Tabla 1. Alcaloides bencilisoquinolinicos de inter és farmacoldgico (81).

Alcaloide Actividad far macolégica Planta de donde seaislé
Anonaina Antimicrobiano Annona muricata
Berberina Antimicrobiano Coptisjaponica
Codeina Analgésico narcético, Antitusigeno Argemone mexicana
Colchicina Disruptivo muscular Colchium autumnale
Emetina Parasiticida Uragoga ipecacuanha
Liriodenina Antimicrobiana, Anticancerigeno Annona diversifolia
Morfina Analgésico narcético Papaver somniferum
Noscapina Antiespasmodico, Potencial antineoplésico Papaver somniferum
Papaverina V asodilatador Papaver somniferum
Sanguinarina Antimicrobiano Sanguinaria canadiensis
(+)-Tubocurarina Blogueador muscular Chondodendron tomentosum
Tetrandrina Blogueador de canales de Ca?* Sephania tetandra
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evolutivo antiguo, producidas principalmente por
Angiospermas primitivasy conservados en clados modernos
(19, 20).

Losestudios paratratar de establecer labiosintesisde ABI
inician en 1910 con Winterstein & Trier en Alemania,
sefialando los primeros precursores derivadosdelatirosina.
Es decir, han pasado doscientos afios desde €l aislamiento
del primer ABI, y cien del inicio de los estudios paratratar
de descubrir como se forman en las plantas (21).

Aunque tedricamente los aminoé&cidos L-tirosina y
L -fenilalanina son considerados como precursores basicos

E-j/\l,.wxm /E—v\
S M TYDE //J NHy

de toda la diversidad de ABI, Unicamente con €l primero
se han reportado trabajos de incorporacion a la ruta de
biosintesis (16, 21, 22).

Labiosintesisde ABI puede agruparse artificialmente entres
intervalosa) laproduccidn del precursor central detodoslos
ABI, S-norcoclauring, desde dos moléculas de L-tirosina,
b) la transformacion de S-norcoclaurina a Sreticuling, €l

intermediarion principal dediversificaciondelarutay c) las
rutasdediversificacion que dan origen alosdiferentestipos
de ABI (Figura 2). Las dos primeras partes que forman €l

nucleo delabiosintesis estén bastante bien caracterizadasa
nivel protedmico y genémico, sin embargo, hay 4 enzimas
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Figura 2. Rutas de biosintesis de alcal oides bencilisoquinolinicos (ABI).
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gue alin no han sido aisladas y/o caracterizadas de plantas
productoras de ABI aungue se ha reconocido su actividad
catalitica(21, 23-25). Entanto que, sobreladiversificacion
de la ruta, los avances mas importantes se han centrado
sobre seis ramas que inician con (S)- reticulinay permiten
labiosintesis de alcaloides a) bencilisoquinolinicossimples
(papaverina) (26-29), b) tipo protoberberina (berberina) (22,
30-32), c) tipo benzofenantidrina (sanguinerina) (33-36), d)
morfinanos (morfina) (17,37), €) aporfina(magnoflorina) (30)
y f) tipo fthalidei soquinolina (noscapina) (32). Asi también
se conocen las enzimas que producen los ABI diméricos
como la berbamunina que se originan de un precursor que

precede ala(S)-reticulina (38-39). Dependiendo de laruta
dediversificacion se necesitan entre diez y veinte enzimas
para obtener un alcaloide como producto final (Tabla 2).

Un esquema actualizado de la diversidad biosintética se
representa en la figura 2. Este plano bioquimico se ha
construido con estudios de biosintesis en plantasy/o cultivos
celulares de Argemone mexicana, Berberis stolonifera,
B. beaniana, B. canadiensis, Coptis japonica, Corydalis
vaginans, Eschscholzia californica, Papaver somniferum, P.
bracteatum, Thalictrumflavum, T. tuberosum, T. bulgaricum,
Tinospora caffra, T. cordifoliay Sanguinaria canadiense.

Tabla 2. Enzimasinvolucradas en la biosintesis de Alcaloides Bencilisoquinolinicos.

Participacion en

Clave: Nombre comun Nomenclatura lUBMB larutade ABI Referencia
TYDC: tirosinadopa EC. 4.1.1.25. L-amino-acid:oxygen
descarboxilasa oxidoreductase PC (21, 23)
*EC. 4.1.1.80.
A-hidroxifenilpiruvato EC. 1180 hydraxyphenylpyruvate PC (21,82)
decarboxilasa y-ly
*EC 1.4.3.2. L-amino-acido EC 1.4.3.2. L-amino-acid:oxygen
oxidasa oxidoreductase PC (21.82)
*EC 1.4.18.1. monofenol
oxigenasa EC 1.4.18.1.monophenol monooxygenase PC (21,82)
o EC 1.14.16.2.
*
3550#610%1%135;03 na L -tyrosine,tetrahydrobiopterin:oxygen PC (21,82)
9 oxidoreductase
TyrAT: tirosinatransferasa EC 2.6.1.7. AminoTransferasa PC (25)
NCS: (S)-norcoclaurina EC 4.2.1.78. 4-hydroxy-phenylacetal dehyde PC ?:21?;]}?]?' en&
sintasa hydro-lyase 82
60MT: (RS)-norcoclaurina EC 2.1.1.128. S-adenosy!-L-methionine:(RS)- D Sato et al.,
6-O-metilltransferasa norcoclaurine 6-O-methyltransferase en 82
CNMT: (S)-coclaurina-N- EC 2.1.1.140. S-adenosy!-L-methionine:(S)- D Loeffler et
metiltransferasa coclaurine-N-methyltransferase al.,,en82
NM CH: N-metilcoclaurina EC 1.14.13.71. (S)-N-methylcoclaurine, D Pauli et al.,
3’ -hidroxilasa NADPH:oxygen oxidoreductase en 82
40MT: 3'-hidroxi-N- EC 2.1.1.116. S-adenosyl-L-methionine:3' - Frenzel et al
metil-(S)-coclaurina hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine ID en 82 ”
4’ -O-metiltransferasa 4’ -O-methyltransferase
N70OMT: norreticulina . Pienkny et
7_O-metiltransferasa EC 2.1.2.? Transferasa (metil) ABIS al., en 82
7OMT: reticulina . Ounaroon et
7-O-metiltransferasa EC 2.1.2.? Transferasa (metil) ABIS al., en 82
CTS(CYP80G2): .
corituberina sintasa EC 1.14.-? Oxidoreductasa APO Ikezawa en 82
. N EC 1.14.-?. S-adenosyl-L -methionine:coclaurine
CNMT: magnoflorinasintasa N-methyltransferase APO Ikezawa en 82
EC 1.14.21.3 antesEC 1.1.3.34 (S)- Stadler &
BBS: berbamunina sintasa N-methylcoclaurine,NADPH:oxygen BisBenz Zenk en 82

oxidoreductase
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BBE: enzimadel puente de EC 1.21.3.3 anteriormente EC 1.5.3.9. (S)- BZE v PB Kutchan et
berberina reticuline:oxygen oxidoreductase y al., en 82
CheSyn: (S)-cheilanthifolina EC 1.14.21.2. (S)-scoulerine, NADPH:oxygen Bauer and
. - BZF
sintasa oxidoreductase Zenk en 82
ot 1 EC 1.14.21.1. (S)- Bauer and
StySyn: (S)-estilopina sintasa cheilanthifoline, NADPH:oxygen oxidoreductase BZF Zenk en 82
TNMT: (S)- EC 2.1.1.122. S-adenosyl-L-methionine:(S)- Rueffer et al
tetrahidroprotoberberina 7,8,13,14-tetrahydroprotoberberine cis-N- BZF en 82
N-metiltransferasa methyltransferase
: ) Tanashi et al.,
P6H: protopina 6 hidroxilasa EC 1.14.13.55. protopine, NADPH:oxygen BZF Takemura et
oxidoreductase
al.,en82
3ﬁ|3r>éb enzofenantridina EC 1.5.3.12. dihydrobenzophenanthridine:oxyg BZF Arakawa et
; en oxidoreductase al., en 82
oxidasa
DSM O: dihidrosanguinarina EC 1.14.13.56. dihydrosanguinarine, NADPH:0x BZE De-Eknamkul
10-monooxigenasa ygen oxidoreductase etal., en82
HDSMO: EC 2.1.1.119. S-adenosyl-L- De-Eknamkul
10-hidroxidehidrosanguinarina methi onine: 10-hydroxydihydrosanguinarine BZF ctal ens?
10-O-metiltransferasa 10-O-methyltransferase "
. . Lo EC 1.14.13.57.
?ZC ggf}%x?egég;md irubina dihydrochelirubine, NADPH:oxygen BZF Kzﬂn;ﬁrgrzet
9 oxidoreductase B
12CHMT: EC 2.1.1.120. S-adenosyl-L- Kammerer et
12-hidroxidihidrochelirubina methionine:12-hydroxydihydrochelirubine BZF al. en8?
12-O-metiltransferasa 12-O-methyltransferase B
SMOT1 EC 2.1.2.? Transferasa (metil) FTI (32
DRS: 1,2-dehidroreticulina Hirataet al.,
sintasa EC15.2.? MFO en 82
DRR: 1,2- dehidroreticulina EC 1.5.1.27. (R)-reticulineeNADP+ MEO De-Eknamkul
reductasa oxidoreductase & Zenk en 82
. Ce EC 1.14.21.4. (R)-reticuline,NADPH:oxygen Gerardy &
Sal Syn: salutaridina sintasa oxidoreductase MFO Zenk en 82

. - EC 1.1.1.248. salutaridinol:NADP* Gerardy &
Sal R: salutaridinareductasa 7-oxidoreductase MFO Zenk en 82
SaAT: sdutaridinol EC 2.3.1.150. acetyl-CoA:salutaridinol MEO Lenz & Zenk,
7-O-acetiltransferasa 7-O-acetyltransferase en 82
T60ODM: thebaina EC 1.14.11.31. thebaine,2-oxogl utarate:oxygen MFO Hagel et al.,
6-O-demetilasa oxidoreductase en 82
COR: codeinonareductasa EC 1.1.1.247. codeine:NADP* oxidoreductase MFO Lenef] %tzal ’
CODM: codeina EC 1.14.11.32. codeine,2-oxoglutarate:oxygen MEO Hagel et al.,
O-demetilasa oxidoreductase en 82
SOMT: (S)-escoulerina EC 2.1.1.117. S-adenosyl-L-methionine:(S)- - Qlﬂlfe.'r“afg(i?;
9-O-metiltransferasa scoulerine 9-O-methyltransferase en 82
STOX: (9 EC 1.3.3.8 anteriormente 1.5.3.8. (S)- PB Amann et al.,
tetrahidroberberina oxidasa tetrahydroberberine:oxygen oxidoreductase en 82
TCoOMT: EC. 2.1.1.89. S-adenosyl-L- Beecher et
tetrahidrocolumbamina methionine:5,8,13,13a-tetrahydrocolumbamine PB al ens?
2-O-metilltransferasa 2-O-methyltransferase "

. Q) N EC. 1.14.21.5. (S)-tetrahydrocolumbamine,NAD Rueffer &
CAS: (S)-canadina sintasa PH:oxygen oxidoreductase PB Zenk en 82
TNMT: EC 2.1.1.122. S-adenosyl-L-methionine:(S)- Rueffer et al
tetrahidroprotoberberina-N- 7,8,13,14-tetrahydroprotoberberine cis-N- PB om 82 N

metiltransferasa

methyltransferase
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MTMO:

, . . EC 1.14.13.37. (S)-N- Rueffer &
metiltetrahidroprotoberberina - . . PB
14-monooxigenasa methylcanadine,NADPH:oxygen oxidoreductase Zenk en 82
CoOMT: columbamina EC. 2.1.1.118. S-adenosyl-L- PB Rueffer et al.,
O-metiltransferasa methi onine:columbamine O-methyltransferase em 82
EC 2.1.1.147. S-adenosy!-
COS: coridainasintasa L -methionine:protoberberine PB Ruefefner82t a,
13-C-methyltransferase
) . . EC 1.21.3.2 antesEC 1.1.3.26. Rueffer &
COX: columbamina oxidasa columbamine:oxygen oxidoreductase PB Zenk, em 82
. N EC 1.5.1.31. (R)-tetrahydroberberine:NADP+ Bauer &
RCAS: (R)-canadina sintasa oxidoreductase PB Zenk, en 82

* Enzimas cuyaactividad se ha determinado, pero que no han sido aisladas aun de plantas productoras de ABI. Biosintesis
de: BZF=Benzonfenantridinas, APO = Aporfinas, ABIS= Bencilisoquinolinicos simples; BisBenz = bencilisoquinolinicos
diméricos; ID = Intermediario de diversificacion; FTI =fhtalideosoquinolinas; MF = Morfinanos; PB= Protoberberinas;
PC= precursor central; 4HFA = 4 hidroxifenilacetaldehido. 4 HFP = 4-hidroxifenilpiruvato

En suma, se ha podido dilucidar |la participacién de 43
enzimas en la biosintesis de los ABI, agrupadas en 25
oxidoreductasas, 15 transferasas y 3 liasas. Dentro de las
oxidoreductasas, sobresalen |as dependientes de citocromo
P450 (CYP), tanto por el nimero (diez) como por sus
caracteristicas enzimaticas, por ejemplo, las CYP80 y
CYP719 encontradas en la ruta de los ABI, son enzimas
tipicas de las plantas productoras de al caloides (40,41). En
tanto que, lasdelafamiliaCY P719A han sido encontradas
solo en plantas productorasde ABI, catalizando laformacion
de los puentes metilendioxi (28), o que talvez signifique
gue la evolucién de estas CYP permiti6 la presencia y
diversificacién de los ABI. Otro grupo representativo
de enzimas de la ruta son las S-adenosil-L-metionina
metiltransferasas (trece). La metilacién enzimética es una
reaccion ubicuaque ocurre en diversosorganismosy resulta
enlamodificacion delas molécul as paradiferentes propdsitos
funcionaleso regulatorios, enlabiosintesisde ABI participan
tresN-metiltransferasasy diez O-metiltransferasas (OMT).
Las OMT catalizan la transferencia de un grupo metilo
desde S-adenosil-L-metionina a un &omo de oxigeno de
un hidroxilo y participan en la formacién no solo de ABI
sino de varios metabolitos especializados, permitiendo
la diversificacién de estructuras y en muchos casos la
alteracién delasolubilidad de lamoléculay el incremento
de sus actividades ecoldgicas (42). Las dos liasas tienen
una participacion clave en laruta, laTYDC que desviala
tirosina a la biosintesis de ABI y la NCS que produce el
precursor central, ambas son estimuladas por la presencia
de patégenos (43, 44). En el caso de laNCS hay estudios
gue laemparentagenéticamente con proteinas que aparecen
en la planta en condiciones patol 6gicas, agrupadas bajo el
nombre genérico de Pathogenesis-Rel ated, proteinas PR o de
patogenicidad. LaenzimaNCS eslaunicaproteinaconocida
delafamilia PR10 tipo Betv1l (proteinas alergénicas) que

demuestrade manerainequivocaactividad cataliticaen las
plantas (44). Como se puede constatar labiosintesisde ABI
tiene enzimas especial es que hacen muy atractivo su estudio
bioquimico, genético, fisioldgico y evolutivo.

Ha sido posible caracterizar los ADN complementarios
de cerca de 30 enzimas, 24 solo en P. sominferum, lo
que ha permitido conocer aspectos moleculares sobre
laregulacion de esta ruta (11, 45-49). Los avances mas
importantes se centran sobre la biosintesis de algunos
compuestos sobresalientes por su importanciamedicinal,
lamayor parte delas rutas de diversificacion permanecen
desconocidas.

Compartimentacion de los sitios de
biosintesisy acumulacién de ABI

Se ha avanzado en la comprension de la biosintesis del
metabolismo especializado, incluso de la expresion y
regulacion de los genes implicados, sin embargo son
escasos | os estudios sobre | os mecanismos que gobiernan la
distribucién espacial delasenzimas, cofactoresy sustratos
gue intervienen en la biosintesis de acaloides (50). Este
aspecto esimportante paratodo €l metabolismo en general,
yaquepor si solas, ladistribuciény localizacion especifica
en diferentes sitios celulares o tisulares de las enzimas han
sido consideradas como otro mecanismos de regulacion, la
compartimentacion permite la optimizacién de reacciones
enziméticasal procurar diversosentornosde pH subcel ulares,
permitiendo el funcionamiento simultaneo de las vias que
compiten por los mismos sustratos, evitaademas, losciclos
fatilesy confinalos metabolitostoxicos. Sinembargoy con
frecuencia esta separacion requiere del transporte de los
diferentes metabolitos de un punto aotro parasu conversiéon
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(51-53), por tanto, existen proteinas especificas de transporte
que facilitan y regular la importacion y exportacion de
metabolitosatravés de membranas, contribuyendo a control
del flujo entre compartimentos (54).

En la biosintesis y almacenamiento de ABI participan
diferentestiposdetgjidos, célulasy organulos, por emplo
en P. somniferum, la biosintesis de morfina y noscapina
ocurreen lostallosy raicesy se acumulan en el citoplasma
de células especializadas (célulaslaticiferas) deloscarpelos
y delascépsulasdelosfrutos, mientrasque lasanguinarina
eshiosintetizaday acumuladaen lasraices; en B. stolonifera,
la berberina al parecer es biosintetizada y almacenada en
todos los érganos (23, 35, 55).

Generamente las enzimas se encuentran reunidas en un
solo tejido aunque pueden tener una distribucion méas
amplia, algunas como NCS, SalSyn y SalR involucradas
en labiosintesis de morfina, son més abundantes en raices
y brotes que en € resto de la planta (56-58). Otras como
NMCH son mas abundantes en los tallos y disminuyen
gradualmente en las raices, hojas y tejidos florales (58).
InclusivelostranscriptosdelaSOMT, enzimaque participa
en la biosintesis de noscapina, se acumulan mayormente
en los tgjidos aéreos de P. somniferum en donde ocurre la
acumulacion de los al caloides (32).

Esta diferenciacion espacial puede ser mayor ya que
la expresion genética y la actividad de las enzimas
correspondientes, se ubica exclusivamente en ciertas
células o compartimentos subcelulares. Por ejemplo
Bird et al. (2003), Weid et al. (2004) y Samanani et
al. (2006) demostraron en Papaver somniferum que en
la biosintesis y acumulacion de morfina, sanguinarina
y alcaloides relacionados, participan distintos tipos de
células del floema tanto de los tallos como de las raices
(59-61). Utilizando técnicas de inmunofluorescencia e
hibridacion de ARN insitu Bird et al. (2003) y Samanani
et al. (2006) encontraron que 7 de las 14 enzimas de la
rutaparaal caloidestipo morfina[6OMT, CNMT, NMCH,
4'OMT, BBE, SalAT y COR] estan localizadas en los
elementos cribosos, mientras que |os transcritos de éstas
se encuentran en | as células acompafiantesy los alcal oides
en células laticiferas (59,61). En tanto que Weid et al.
(2004) y Kutchan (2005) sefialan que en los tallos las
enzimas4'OMT y SalAT estan ubicadasen €l parénquima
y COR enlascélulaslaticiferas, mientrasqueenlaraiz las
enzimas4' OMT, 77 OMT y SalAT fueron encontradas en
el periciclo del esteley BBE enlascélulasdel parénquima
del cortex (10, 60). Ladiferencia de resultados pareciera
estar en el grado de desarrollo de los tejidos vasculares
gue se analizaron en esos estudios, mientras que Weid

et al. (2004) al parecer tomaron muestras en donde los
elementos cribosos aun eran inmaduros, Samanani et al.
(2002 y 2006) analizaron ejemplares con grados de madurez
completos (60, 62). Los autores por su lado también
atribuyen diferencias en los métodosy técnicas de estudio,
asi como en las variedades de | as plantas analizadas por
gjemplo la variedad de pobreza en morfina vs silvestre,
asi como en las condiciones de cultivo (controladas vs
campo). En todo caso surge lapregunta ¢Labiosintesisde
alcaloides en P. somniferum ocurre durante su desarrollo
en diferentes sitios? Esta interesante discusion entre el
grupo de P. Facchini y T. M. Kutchan, tiene en comin la
mencion de que la localizacién de los componentes del
metabolismo de ABI esta altamente compartimentada.
A su vez, la participacion de los elementos cribosos en
la biosintesis de ABI rompe el paradigma de que estas
células solamente poseian un nimero limitado de proteinas
requeridas para la conservacion celular y el transporte
de solutos (12). En esta década, alos elementos cribosos
también sele han atribuido otrasfuncionesfisiol 6gicas que
incluyen el transporte de macromoléculas deinformacion
y la biosintesis de acido jasmonico, &cido ascérbico y
compuestos de defensa (63). Ademas Bock et al. (2002)
sefidlan que BBE esta también en los idioblastos de las
hojas (64)

Thalictrumflavumtambién producey acumulaabundantes
cantidades de ABI tipo protoberberina en distintas células
de las raices y rizomas. En raices, los ABI se localizan
en las células maduras de la endodermis en € inicio del
crecimiento secundario, mientras que lostranscritos génicos
denuevedelasdoceenzimas(TYDC, NCS, 60MT, CNMT,
NMCH, 4 OMT, BBE, SOMT, CAS) implicadas en su
biosintesis estan ubicados en la endodermis inmadura,
periciclo y en algunos casos en las células adyacentes
corticalesdel meristemo apical. Entanto que, enlosrizomas
los alcaloides se depositan en lamédulay € cortex y los
transcritos génicos de las nueve enzimas en el protodermis
del primordiofoliar (31, 62). Esto significaquelossitiosde
biosintesisy acumulacién estan separados espaciamentey
gue en distintas especies 0 en la misma pueden participar
digtintos tipos de células.

Labiosintesisde ABI estdcompartimentada subcelularmente,
las dos primeras partes de la ruta de tirosina a (9)-
norcoclaurina y de (S)-norcoclaurina a (S)-reticuling, se
redizanend citosol, mientrasquelasrutasdediversificacion
en vesiculas membranosas cuyaindependencia o asociacion
al reticulo endoplasmico esta en plena discusién (Figura
3) (11, 12, 37, 65). Esta compartimentacion de enzimas,
sustratosy productosimplicalacoordinacion y regulacion
delarutalo que no ocurririasi las enzimasy |os sustratos
se movieran libremente en el citosol (12, 66).
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Figura 3. Tréfico celular de acaloides. TYDC = Tirosina Dopadescarboxilasa; MFO = Monofenol oxidasa; AO = Aminooxi-
dasa; NCS = Norcoclaurina sintasa; 60M T = (S)-norcoclaurina-6-O-metiltransferasa; CNM T= (S)-coclaurina-N-metiltrans-
ferasa; Cyp80B3= (S)-N-metilcoclaurina-3"-hidroxilasa; 4 OMT= (9)-3 -hidroxi-N-metilcoclaurina-4"-O-metiltranferasa;
BBE = berberina sintasa; SOMT = (S)-scoulerina-9-O-metiltransferasa; Cyp719A1 = (9-canadina sintasa; STOX = (9-
tetrahydroxyprotoberberina oxidasa; CFS = cheilantifolinasintasa, Cyp719A2 = Stilopinasintasa; TNMT = Tetrahidroproto-
berberina sintasa; M SH = N-metilstilopina 14-hidroxilasa; P6H = protopina 6-hidroxilasa; DBOX= dihidrobenzofenantridina
oxidase; DRS = 1,2-dehidroreticulina sintasa; DRR; 1,2-dehidroreticulina reductasa; STS = Salutaridina sintasa; SalR = Sa-
lutaridinareductasa; SalAT = Salutaridinol 7-O-acetlltransferasa; COR = codeinona reductasa. RE = Reticul o endoplasmico;
VSA = Vesicula biosintetizadora de alcaloides. ¢? = Enzimas sin ubicacion.
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Para la produccién de acaloides tipo benzofenantridina
(sanguinarina) desde (S)-reticulinase necesitan siete enzimas,
cuatro de ellas (BBE, CFS, SPSy MSH), se localizaron
(utilizando gradientes de centrifugacion con sacarosa) en
fracciones de membranas con una densidad especifica
de 6 = 1,14 g/mL y solo una (P6H) estuvo asociada a
una fraccion de membrana con una densidad de 6 = 1,11
g/mL, consistente con la del reticulo endoplasmatico
(RE) (12, 37, 65). La enzima STS que participa en la
biosintesis de alcaloides tipo morfina, y las enzimas
(9)-tetrahidroprotoberberina oxidasa (STOX), canadina
oxidasa (CDO: CYp719A1) y (9-adenosil-I-metionina:
columbamina-O-metiltransferasa participantes en la
biosintesis de alcaloides tipo protoberberina se localizan
también en fracciones microsomales con una densidad
1,14 g/mL (37, 67). La asociacion de estas enzimas con
fracciones de membrana de densidad mas grande que las
del reticulo endoplasmico es lo que permitid especular la
presencia de “vesiculas biosintentizadoras de alcaloides
(VSA)” (68). Estas vesiculas se han encontrado en algunas
especies productoras de ABI (Annonaceae, Berberidaceae,
M enispermaceaey Ranunucul aceae), en Berberisy Coptis
se abservaron como agregados dentro de vacuol as pequefias
conteniendo alcaloides y enzimas (11, 67). Es interesante
el hecho de que la adicién de precursores a las vesiculas
dio como resultado intermediarios avanzados de laruta, y
si ademés se suplementa con unasolaenzima(SOMT, que
no estaba asociada a estos compartimentos), se encuentra
una produccion de ABI congruente con laruta (67).

Sin embargo, otros autores dudan de laautonomia de estas
vesiculas, argumentando gque con excepcién de la BBE,
las enzimas mencionadas, son dependientes del citocromo
P450, por lo que se ha sugerido que son proteinas ubicadas
(integrales o parciales) en las membranas del reticulo
endosplasmico (RE) o0 en compartimentos derivados de este,
asociadas a enzimas NAD(P)H dependiente de citocromo
P450 como donadorade el ectrones (12, 37, 65). Ademasel
pH éptimo de BBE es de 8,8, acorde a de las membranas
del RE (65, 68). Sin dejar de notar que la ubicacion de
los transcriptos en otras células volveria complejo la
independencia de compartimentos de biosintesis.

Alcantaraet al. (2005) utilizando centrifugacion en gradiente
de densidad y técnicas de inmunolocalizacion, sitdo las
enzimas NMCH y BBE en €l reticulo endoplasmético y
COR en € citosol de célulasde P. somniferum(68). En este
mismo estudio se documentd que a contaminar loscultivos
celularesde P. sorniferum con el hongo fitopatdgeno Botrytis
cinerea, aumentaron tanto las enzimas como €l alcaloide
sanguinaring, y que estén asociados con el desprendimiento
de vesiculas prolongadas desde €l lumen del REy asuvez
conectadas con la vacuola central. En estas extensiones

también estuvieron presentes las enzimas NMCH y BBE,
lo que permite conjeturar que la biosintesis de ABI esta
asociada al reticulo endoplésmico.

Un hecho contundente es que los ABI se almacenan en
vacuolas; los alcaloides berberina, codeina, morfina,
noscapina, papavering, (S-reticulina, sanguinarina, (S)-
escoulerinay tebaina, fueron encontrados en vacuolas de
diferentesdensidadesen cultivos celularesde P. bracteatum
y Coptisjaponica (37, 55, 70-72). Enlasvacuolas|aticiferas
de Chelidonium majus|as concentraciones de sanguinaring,
chelidoninay berberina se aproximaron a500y 1000 mM,
mientrasqueen lasdel latex de P. somniferuma500 mM de
morfinay en vacuolas de células de Coptis japonica hasta
72 mM de berberina (55, 71).

La participacion de variostipos de célulasy de organul os
en la biosintesis y acumulacién de ABI supone el
transporte de sustratos, intermediariosy productos desde
los sitios productores (vesiculas de RE de elementos
cribosos y/o parénquima en P. somniferum) a los
sitios de depdsito (vacuolas de células laticiferas). El
transporte de metabolitos secundarios ha empezado a
ser sisteméticamente estudiado (73), algunas revisiones
pueden leerse en Y azaki, 2005; Roytrakul y Veepoorte,
2007; Yazaki et al. 2008 (72, 74, 75).

Para los al cal oi des bencilisoquinolinicos se han propuesto
y documentado dos mecanismos de transporte hacia las
vacuolasy uno en €l trnsito por lamembrana plasmética.
Matile (1984) y Otani et al. (2005) sefialan que algunosABI
pueden almacenarse en lavacuolamediante un modelo smple
causado por un gradiente de pH conocido como “trampade
iones’, proponen que en e caso de alcaloides de caracter
lipofilico y en una situacién de pH neutro como la del
citosol, pueden cruzar el tonoplasto (membranaquedelimita
la vacuola celular) por difusién simple, y una vez dentro
debido al ambiente &cido que hay en ellay ala presencia
de salesinorganicas se protonizan acationes hidrofilicoslo
gue impide su regreso a través de la membrana quedando
atrapados en este compartimento (71, 75, 76). Un gemplo
de esto parece ocurrir con sanguinarina (una molécula
lipofilica) y con otros alcaloides no bencilisoquinolinicos
(ajmalicina, cinchonamina, colchicina, ergotamina, nicotina,
vinblastinay vindolina, Revisado en Wink y Roberts, 1998)
(55). Otani et al. (2005) sefidan, por otraparte que el trafico
esta asociado a un mecanismo de transporte secundario
utilizando el gradiente electroquimico de protones (H*),
estosinvestigadores sugieren que laberberinase muevede
esta forma a través del tonoplasto mediante una proteina
cotransportadoratipo antiporte, aprovechando laexpulsion
de un proton para introducir €l alcaloide ala vacuola con
unaKmde 43,7 mM (71).
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Para el paso por las membranas plasméticas se ha
implicado la participacion de proteinas transportadoras
ABC de la membrana impulsadas por ATP (ATP bindig
cassette). El Unico gemplo es el paso de la berberina a
través del plasmalema de células de Coptis japonica y de
Thalictrum flavum (77-79). Para C. japonica la proteina
fue genéticamente caracterizada como CjMDR1, dada su
similitud con lafamiliadelasproteinastransportadoras ABC
f&rmaco resistentes (MDR por sus siglas en inglés) (78).

Estos estudios sefid an que el transporte de berberinaenlas
células ocurre mediante dos mecani smos de transporte, uno
impulsado por proteinastransportadoras ABC (intracelular)
y €l otro por cotransportadores proton-antiportador
(intercelular). Este tltimo tipo de mecanismo parece estar
también implicado en €l tréfico de (9-reticulinay (-
escoulerina en las vacuolas de Fumaria capreolata (71,
72, 80).

Conclusion

Lahiosintesis de al cal oides bencilisoquinolinicos, implica
una coordinacién de varios procesos bioldgicos tanto
celulares como moleculares. Laseparacion de estos eventos
en tiempo y espacio, deja ver un mecanismo regulatorio
complejo, en el cua estan implicados, genes, enzimas,
metabolitos secundarios, transportadores especificos,
diferentestejidos, célulasy compartimentos. Lavision que
se tiene de €llo todavia es parcia y fragmentaria, o que
a su vez la convierte en un reto intelectual en el area del
metabolismo especializado.
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