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Introduccion. Uncaria  tomentosa (Rubiaceae);
comunmente llamada ufia de gato produce alcaloides
oxindélicos monoterpénicos (AOM) tal como la
pteropodina, mitrafilina y sus isbmeros. Estos AOM tienen
actividad farmacolégica inmunoestimulante, antitumoral,
antileucémica y anti-inflamatoria (1). Estudios previos han
demostrado que los AOM son biosintetizados en los
cultivos de U. tomentosa por oxidacién de los alcaloides
indolterpénicos (AIT) y estimulados bajo condiciones de
estrés oxidativo (2). La estrictosidina es el intermediario
central en la biosintesis de los alcaloides inddlicos, al
formarse este primer alcaloide glucoinddlico es
bioconvertido por la estrictosidina B-glucosidasa (SGD,
E.C. 3.2.1.105) para la formacion de los diferentes AIT (3).
Cabe destacar que los estudios de las enzimas que
regulan la formacion de AOM son escasos, por lo que el
objetivo de este trabajo fue caracterizar a la SGD de
Uncaria tomentosa a nivel bioquimico y molecular.
Metodologia. Se utilizé la linea celular de Uncaria
tomentosa (green Uth-3), las condiciones de los cultivos
celulares fueron de acuerdo a Huerta-Heredia et al. (2). Se
utilizé un biorreactor tipo tanque agitado de 3 L y uno de 7
L (Applikon, Schiedam, Holanda). La agitacion de los
cultivos fue realizado con una turbina de cuatro paletas a
90°, a una velocidad de 400 rpm; el flujo de aire de
operacion fue de 0.1 vwm y 1 vvm respectivamente. La
adicién de H20: se realiz6 al sexto dia, la biomasa fue
cosechada después de 24 h de la adicidn. El extracto
proteico se obtuvo rompiendo las células en presencia de
una solucion amortiguadora de fosfatos 100mM pH 6.3,
3mM EDTAy 6 mM DTT. Se realizd una precipitacion con
sulfato de amonio 15-45 %, la muestra se desalo y purificé
en una columna HiTrap Q FF 1 ml utilizando un AKTA
FPLC (GE, Healthcare). La cuantificacion de la actividad
enzimética se realizo de acuerdo a Vera-Reyes et al. (3).
El cDNA se obtuvo utiizando SMART RACE cDNA,
(Clontech). Se utilizaron los cebadores especificos GSP1,
5-GGGCTGAACCGCACAATGATACAACAGAGG

-3’y el cebador GSP2, 5-CCTCTGTTGTATCATTGTGC
GGTTCAGCCC-3 en combinacion con cebadores
universales para generar los extremos 5’-cDNA y 3’-cDNA
terminales respectivos.

Resultados. En la tabla 1 se encuentran los pasos del
proceso de purificacion de la SGD, las fracciones fueron
analizadas en un gel de electroforesis (SDS-PAGE), una
banda especifica de aproximadamente 60 KDa se
intensificé con los pasos de purificacion. Esta banda fue

cortada y enviada al servicio de secuenciacién de
proteinas (Arizona proteomics). Se encontr6 que la
secuencia KIGLDAYRFSISWSR, tuvo homologia con
regiones conservadas de B-glucosidasa involucradas en la
biosintesis de alcaloides. Los pardmetros bioquimicos
encontrados para esta enzima fueron pH optimo de 6.3, km
1.096 mM, Vmax de 43.58 nmol.s'mg? y el producto de
formacion identificado fue catenamina.

Tabla 1. Purificacion de la estrictosidina B-glucosidasa de células
elicitadas de U. tomentosa y cultivadas en biorreactor.

Volumen Proteina Actividad Actividad especifica Factor Rendi

Fraccion

(ml) (mg) (nmol.s™) (nmol.s.mg™) purificacién _miento
Extractocrudo g 7905  164.85 0.208 1 100
Precipitacion®
(45%) 50 76 49.78 0.655 32 30.2
Ultrafiltracion 1 gg 105.34 1.09 53 63.9
b
Mono Q FF 2 114 12.89 11.31 54.4 7.8
Mono QFF° 05  0.175 5.77 32.96 1585 35

2 La cuantificacion de la actividad se realizé luego de desalar la muestra (columna
PD-10).>¢ La cuantificacion de la actividad se realizd luego de desalar la muestra y
concentrarla utilizando columnas con una membrana 30 kDa CENTRICON YM-30
(Millipore).

El cDNA completo clonado obtenido de la Ut PSGD se
analiz6 mediante el programa ORF Finder (NCBI). La
secuencia contiene un marco abierto de lectura de 1662
pb, codifica para 533 residuos de aminoéacidos, con una
masa molecular tedrica de 63.32 kDa y un pl de 5.76. La
secuencia de aminoacidos de la supuesta estrictosidina 3-
glucosidasa de U. tomentosa (Ut_PSGD) mostré una alta
homologia con glucosidasas de otras plantas.
Conclusiones. Las caracteristicas de la SGD de U.
tomentosa tienen similitud con la enzima reportada de
otras especies productoras de alcaloides indolterpénicos.
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