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Justificacion y objetivos

Los terpenos constituyen una de las mas amplias familias de compuestos, y presentan a
la vez, una gran diversidad estructural y funcional. Todos ellos, comparten un precursor comun
en su biosintesis, la molécula de isopentenil difosfato. Dentro de este grupo, se encuentran los
triterpenos, compuestos que integran 6 unidades de 5 atomos de carbono derivadas del
isopentenil difosfato. Los triterpenos estan distribuidos en todos los seres vivos y desempefian
importantes funciones fisiologicas, concretamente, en las plantas, algunos de ellos pueden tener
accién hormonal, como los brasinoesteriodes, o ser componentes de membranas, como algunos
fitoesteroles, actuando en la regulaciéon de la permeabilidad de las mismas y confiriéndoles
estabilidad, de igual modo que actua el colesterol en las membranas animales.

Pero la diversidad metabdlica de los vegetales es muy grande, y junto a estos triterpenos
y sus derivados de distribucion universal en las plantas, también se pueden encontrar otros
compuestos, que tienen distribuciones taxondémicas mas reducidas, siendo algunos de ellos
especificos de determinados géneros y familias. Estos triterpenos, formados por rutas
metabdlicas secundarias suelen desempafar funciones de tipo ecoldgico participando, muchas
veces, en los sistemas de defensa del vegetal frente al ataque de patdgenos. Este es el caso de
las saponinas triterpénicas, que poseen un sistema policiclico-terpenoide con un grupo hidroxilo
que se encuentra esterificado, por una corta cadena de azucares.

Las saponinas son un grupo de metabolitos vegetales de alta significacién, no solo
debido a muchas de las funciones ecoldgicas atribuidas a estas estructuras en plantas, sino

también a la accion terapéutica de varios de estos compuestos.

Centella asiatica es una planta medicinal usada por la medicina Ayurveda (medicina tradicional
india) desde la antigliedad, fundamentalmente para el tratamiento de afecciones de la piel.
Actualmente, esta planta ha cobrado un singular interés para la industria farmacéutica y
cosmeética debido a sus efectos, cientificamente demostrados, sobre la sintesis del colageno, de
ahi su papel en la cicatrizacion de heridas, tratamiento de la dermatitis, celulitis, etc. Problemas
de indole geopoliticos, en las zonas del planeta donde es cultivada, asi como la situacion de
riesgo en la que se halla, en su habitat natural, debido a su recoleccion indiscriminada durante
cientos de afios, ha provocado en esta Ultima década, un desabastecimiento del mercado, justo
en los momentos en que su demanda se veia incrementada.

En Centella asiatica, la droga que se comercializa esta constituida por la parte aérea,

fundamentalmente las hojas, que son los 6rganos que acumulan las mayores cantidades de sus
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principios activos, los centelldsidos, que son mayoritariamente saponinas triterpénicas con el
nucleo del ursano. Un anillo pentaciclico, con un grupo hidroxilo en la posicién 3, sustituido por
una cadena de unos 3 restos de azlcar.

Por todo ello, empresas del sector farmacéutico y cosmético han manifestado su interés
por desarrollar procesos biotecnoldgicos para conseguir la produccion in vitro de centellésidos.
Entre estas empresas se encuentra la multinacional del sector quimico-farmacéutico COGNIS
SA. que ha actuado como EPO en el proyecto BIO2002-03614 con el que se financiaron
inicialmente estas investigaciones y actualmente tiene firmado un proyecto de investigacion
(FBG-305118) con el grupo de investigacion de Biotecnologia Vegetal: Produccion de
Fitofarmacos (2005SGR00545), en el seno del cual se ha desarrollado este trabajo.

La produccion de fitofarmacos en cultivos de células y tejidos vegetales, constituye uno de los
principales retos de la biotecnologia, aunque la mayoria de los bioprocesos que se han
desarrollado hasta el momento no han resultado suficientemente competitivos para su
explotacion comercial. De igual forma resulta interesante, el desarrollo de procesos de
biotransformacién basados en los cultivos de células vegetales, dada la diversidad de acciones 'y
alta especificidad de las enzimas de las plantas superiores.

En el &mbito de la produccion biotecnoldgica de fitofarmacos, una revision del tema,
indica que la mayoria de los trabajos de 1+D realizados en los Ultimos 10 afios son estudios de
tipo empirico, en los que unicamente se consideran determinados factores de entrada (medio de
cultivo, linea celular, elicitacién, etc.) y los factores de salida (crecimiento celular, toma de
nutrientes o productividad del sistema), sin tener en cuenta que sucede a nivel celular-molecular
en los cultivos. Esto es debido al desconocimiento que se tiene del metabolismo secundario, que
es en gran medida el responsable de la biosintesis de fitofarmacos.

En el caso de la produccion biotecnolégica de centelldsidos, aunque se han descrito
algunos sistemas basados en el cultivo in vitro de C. asiatica para su produccion, el éxito
obtenido hasta el momento ha sido muy limitado. En relacién con su biosintesis, se conocen los
pasos comunes que llevan a la formacion de escualeno, el precursor universal de todos los
triterpenos, pero actualmente se desconocen completamente los pasos especificos de la
biosintesis de las saponinas de C. asiatica, al igual que, también es desconocida la regulacion de

esta via metabdlica.



Justificacion y objetivos

Considerando los hechos precedentes y con el propdsito de desarrollar un sistema
biotecnoldgico y sostenible, que lleve a la produccién in vitro de centellésidos, en este

trabajo nos hemos planteado como objetivos especificos:

» Desarrollar un sistema de micropropagacion vegetal de C. asiatica para tener una fuente
renovable de material in vitro, con el que realizar nuestros estudios y que pueda ser de
explotacion también, con fines de produccion industrial y de repoblacion de la especie en
sus habitats naturales.

» Optimizar los protocolos para la obtencion de callo friable de esta especie, a partir del
cual se puedan obtener lineas celulares.

» Optimizar a nivel in vitro las condiciones de cultivo de las lineas celulares de C. asiatica
para la produccion de centellésidos.

» Estudiar en este sistema, la competencia entre las vias de formacion de centellosidos y
esteroles, puesto que ambas comparten inicialmente los mismos precursores.

» Aportar nueva informacién a nivel genético-molecular sobre la biosintesis de
centellésidos y fitoesteroles, especificamente de su regulacién bajo el control del elicitor
jasmonato de metilo.

» Y finalmente, desarrollar un sistema basado en los cultivos celulares de C. asiatica, que
permita la biotransformacién en centellésidos, de otros triterpenos mas abundantes en la

naturaleza, constituyendo asi una fuente alternativa de estos fitofarmacos.

Sin duda la informacion adquirida tras el desarrollo de este estudio puede ser de utilidad para
establecer diferentes sistemas biotecnol6gicos que permitan la produccion y/o bioconversion
industrial de centellosidos, pero a la vez, puede contribuir a un mejor conocimiento del
metabolismo secundario de las plantas y su regulacién. Ademas, los resultados obtenidos de los
estudios realizados a nivel genético-molecular, pueden aportar herramientas vélidas para
abordar esta tematica, disefiando nuevas estrategias, basadas en la ingenieria metabdlica de
terpenos, con el propdsito de mejorar la produccion biotecnolégica concretamente de
centellésidos, pero también de otros compuestos pertenecientes al grupo de los triterpenos.





