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Introduccion. Uncaria tomentosa conocida comunmente
como “ufia de gato” es una Rubiaceae que ha sido utilizada en
medicina tradicional para el tratamiento de diversos
padecimientos. Estas propiedades farmacoldgicas le son
conferidas por los metabolitos secundarios que produce, entre
los que se encuentran alcaloides indol y oxindol terpénicos.
Los alcaloides inddlicos son biosintetizados por la
condensacion de dos rutas metabdlicas provenientes del
Shikimato y del GAP/Piruvato (1). En la ruta del Shikimato

se encuentra la Triptofano Descarboxilasa (E.C.
4.1.1.28) que descarboxila a L-Triptofano y en agunas
especies a  5SHidroxi-L-Triptofano para originar al
protoal cal oide triptamina, que es uno de los precursores de los
alcaloides inddlicos y del acido indol acético. Se ha propuesto
gue esta enzima une a metabolismo primario con el
secundario de la plantay participa en laformacién de pozas de
triptamina disponible para la biosintesis de alcaloides
indélicos (1).

En este trabajo hemos determinado la especificidad de la
Triptofano Decarboxilasa (TDC) para diferentes sustratos, asi
como su actividad en un medio de mantenimiento y de
produccién de alcaloides durante el ciclo de crecimiento del

cultivo de células en suspension de Uncaria tomentosa.

Metodologia. Se utiliz6 una linea celular proveniente de hoja,
la cual fue cultivada en medio de mantenimiento (MM) MS62
con 2,4-D y cinetina y en medio de produccion de alcaloides
(MP) MS62 con IAA y cinetina (2) e incubadas en
condiciones de obscuridad. En la obtencion del extracto crudo
se utiliz6 buffer de extracciéon (fosfatos 0.1M pH 7.5 con 1

mM de EDTA y 1 mM de PMSF). Para la especificidad del

sustrato la enzima se precipito con (NH4),SO, a 70% y se
utilizé como sustratos al L-Triptofano, 5-Hidroxi-L-
Triptofano y 5-Hidroxi-DL-Triptofano a una concentracién de
5 mM. En e ensayo de actividad se utilizd buffer de fosfatos
0.1M pH 7.5 con P-5-P, L-Triptofano y MnSO,4.H,O més
extracto enzimatico. La medicion de la actividad enzimética se
realizé por espectrofluorometria a una excitacion de 270 nmy
una emisién de 340 nm con un dlit de 2.5. La determinacion de
proteina se realiz6 de acuerdo a Peterson.

Resultados y Discusiéon. La TDC tuvo especificidad hacia el

L-Triptofano, no asi para el S5Hidroxi-L-Triptofano ni para €l
5-Hidroxi-DL-Triptofano (Fig. 1). Estos resultados difieren a
los reportados para TDC de Cinchona ledgeriana y
Catharanthus roseus, donde la TDC si acepta como sustratos
a 5-Hidroxi-L-Triptofano y a 5-Hidroxi-DL-Triptofano con
menor afinidad que al L-Triptofano (3). La actividad de la
TDC obtenida durante el ciclo de crecimiento del cultivo fue
semejante en ambos medios de cultivo MM MP,
observandose un ligero incremento en la actividad de la TDC
a sexto dia de cultivo (fig. 2), sin embargo no se indujo la
TDC en e medio de produccién. Al mismo tiempo se observé
gue la actividad de la TDC fue constitutiva, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos en 6rganos vegetales (4) y en
algunas lineas celulares de Catharanthus roseus (5) y

Peso Fresco

Cinchona ledgeriana (3). La concentracién de triptamina en
las células también permanecié constante durante el ciclo de
crecimiento del cultivo (datos no mostrados). La no induccién
de la TDC en el MP, posiblemente se deba a la existencia de
pozas de triptaminaen las células.
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Fig. 1. Especificidad de la TDC para diferentes sustratos. 1=Estandar de
L-triptofano (rf 0.01), 2=Estandar de Triptamina (rf 0.91), 3=Incubacion con
L-Triptofano, 4=Estandar de 5-Hidroxi-triptamina (rf 0.65),
5=Incubacién con 5-Hidroxi-L -triptofano (ND) y 6=Incubacién con 5
Hidroxi-DL-triptofano (ND).
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Fig. 2. A. Creci miento B. Actividad delaTDC en cultivo células en
suspension de Uncaria tomentosa.

Conclusiones. La TDC muestra una especificidad de sustrato
por e L-Triptofano. La TDC no se indujo en ¢ medio de
produccion de alcaloides. La cantidad de triptamina en las
células permaneci6 constante.
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