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Introduccion. Uncaria tomentosa (Ut) acumula alcaloides
oxinddlicos monoterpénicos (AOM), alcaloides de alto grado
de oxidacién, con actividad farmacoldgica (1). En un estudio
previo se observo que la produccién de AOM en tanque
agitado (TA) es 10 veces mayor que en matraces (MT) (2).
En la célula vegetal uno de los eventos bioguimicos que se
presenta ante condiciones de estrés es el incremento en las
especies activas de oxigeno (EAO), que a su vez puede estar
relacionado con la biosintesis de metabolitos secundarios.
Con base en lo anterior, el objetivo del trabajo fue estudiar la
participacion de las EAO en la produccién de AOM por
suspensiones celulares de Ut cultivadas en TA.

M etodologia. Se cultivaron suspensiones de Ut en TA de 2 |
operado a 400 rpm (2) y como referencia se cultivo Ut en
MT. En ambos casos, las EAO (H,O, extracelular) se
evaluaron por luminiscenciay los AOM por rHPLC durante
la cinética de crecimiento. Para determinar s €l O, y/o la
agitacion inducen un aumento en EAO, Ut fue expuesta a
incremento en la tensién de oxigeno disuelto (TOD) y al
aumento en la agitacién (con y sin control de TOD) al 6° dia
de cultivo (etapa en que no se presentan EAO ni AOM).

Resultados y discusion. En las células de Ut cultivadas en
TA aumentaron las EAO con méximo a 0.5 h. En MT
perfil de EAO fue similar a del TA pero 3 6rdenes de
magnitud menor (Fig. 1A). En TA e aumento en EAO
precedié a de AOM, cuyo maximo ocurrio a las 24 h (178
pg/l), mientras que en MT no hubo AOM (Fig. 1B).
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Fig. 1. H,O, extracelular (A) y AOM (B) en suspensiones de U.
tomentosa en TA (simbolo Ileno) y MT (simbolo vacio).

El incremento en TOD (25 a 85%) y/o en la agitacién (400 a
700 rpm) por 90 min en el dia 6 de cultivo, indujeron un
aumento en EAQO similar a observado en el TA a inicio del
mismo (Fig. 1A), lo que también estuvo relacionado con la
acumulacion de AOM 24 h después de aplicar € estimulo
(datos no mostrados). Esto indica que ambos factores de
estrés propios del TA pueden ser utilizados para inducir un
aumento en EAO en Ut y favorecer la acumulacion de AOM.
Con d fin de conocer si en el TA la produccién de EAO es
debida a la actividad de la NAD(P)H oxidasa de membrana
plasmatica y/o a peroxidasas de pared celular, se probaron
inhibidores de estas enzimas (cuadro 1). Se observé que la
inhibicion en H,O, coincidié con la disminucion en AOM.
Por otro lado, en MT se indujo la producciéon de H,O,
mediante el sistema glucosa/glucosa oxidasa y se observé la
produccion de AOM de forma similar que en TA (datos no
mostrados).

Cuadro 1 Inhibidores de EAO en la produccion de H,O, y AOM

Inhibidor (dosis) Blanco P“Oﬂ‘;g;’“ e atf(‘)(;\’ﬁ,
Control sin inhibidor 100 100
+ DPI (1 pM) NAD(P)H oxidasa 8 5

+ NaN3 (10 uM) Peroxidasas 18 8

+ SHAM (100 uM)  Peroxidasas 85 0

2100% = H,0, a0.5 h (100% = 1.02 x 10" URL/g peso seco).
® 100% = AOM alas 24 h (100% = 178.3 ug/L).

Los resultados anteriores muestran que el estrésen TA (O, y
agitacién) induce en Ut la produccién de EAO que son
determinantes para la acumulacion de AOM. La sintesis de
EAO es atribuible ala NAD(P)H oxidasa de membranay a
peroxidasas de pared. Estos resultados son consistentes con
la oxidacion de intermediarios inddlicos a oxindoles por
accion de peroxidasa de rabano y H,0, (3).

Conclusiones. El estrés (oxigeno y/o agitacion) en un TA
induce la acumulacién de EAO en las suspensiones celulares
de Ut y esrequerido para estimular la biosintesis de AOM.
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