CINETICA DE CRECIMIENTO DE CULTIVOSEN SUSPENSION DE LA LINEA CELULAR
PCCA-A DE Camptotheca acuminata
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Introduccién: Camptotheca acuminata es una especie
arbérea que crece naturalmente en el sureste de China
Tradicionalmente, de la corteza de C. acuminata, se extrae un
alcaloide monoterpénico, la camptotecina (CPT). Este
compuesto posee una importante actividad antineoplasica,
antiparasitaria y antiretroviral (Wall, 1998). La CPT, tiene
efecto inhibitorio sobre la topoisomerasa tipo | (Topo 1) de
mamiferos por su capacidad de relgar el &cido
desoxirribonucleico (Hsiang et al., 1985). A la fecha
solamente dos derivados semisintéticos de la CPT, el
Hycamtin  ("Topotecan", SmithKline &  Beecham,
Philadelphia, PA) y € Camptosar ("Irinotecan”, Pharmacia &
UpJohn, Inc., Kalamazoo, MI) han sido aprobados por la
FDA para el tratamiento de neoplasias de ovario y de colén,
respectivamente. En diversos grupos de investigacién existe
interés en obtener CPT a partir de otras aternativas
biotecnol 6gicas, como el cultivo detejidos vegetales.
Objetivo: Establecer cultivos en suspension de Camptotheca
acuminata con capacidad de produccion de camptotecina
(CPT).

Metodologia: Las lineas celulares derivadas de allos de C.
acuminata fueron proporcionadas por Phyton Inc. (Ithaca,
NY). Estos fueron subcultivados en frascos con medio de
cultivo sdlido NTM20. Para evitar la formacion de fenoles, a
medio de cultivo original se le agregb agua de coco filtrada,
acido ascorbico y L-cisteina como anitoxidantes. Cuando la
consistencia de los callos alcanz6 una friabilidad adecuada,
fueron transferidos a matraces erlenmayer de 250 mL con
medio de cultivo liqguido NTM20, y antioxidantes. Se
colocaron en una agitadora orbital a 100 rpm, a temperatura
constante de 25 °C, en obscuridad. Se subcultivaron cada 20
dias, seleccionando aguellas suspensiones celulares que
presentaron mayor homogeneidad, sin agregados. A partir de
estos cultivos 'y con un inéculo del 10% v/v se establecio la
cinética de crecimiento, con medicién de variables cada tercer
dia, con tres repeticiones. Se determind el peso fresco por
filtracion de cada muestra. El peso seco se obtuvo liofilizando
el tejido filtrado. En €l sobrenadante se determiné el pH. La
concentracion de CPT fue cuantificada por HPLC, utilizando
un sistema de elucion de 70 y 30% de agua y acetonitrilo
respectivamente (van Hengel et al., 1992), a una absorbancia
de 256 nm y con un flujo de 0.6 mL/min (Pereda, 2000). La
concentracion de carbohidratos (glucosa, fructosa y

sacarosa) fue realizada por HPLC utilizando un detector de
indice de refraccion (W410).

Resultados: El incremento en la biomasa, cuantificada en
peso seco (g/L), permitid observar unafase lag detres dias, a
partir del cual se disparé lafase exponencial hastael 15*° dia
de cultivo. A partir de éste, la fase estacionaria se mantuvo
constante, con una ligera pérdida en biomasa hasta el dia 42.
La velocidad especifica de crecimiento () fue de 0.1337 d™.
Se obtuvo un rendimiento méximo de biomasa de 17.65 g/L,
correspondiente al dia 18 de cultivo. De acuerdo a consumo
de carbohidratos, se observé que la sacarosa fue hidrolizada
antes de los seis dias del cultivo. El patrén de consumo de la
glucosa y la fructosa, mostré6 una tendencia similar, no
aprecidndose una preferencia significativa por alguno ellos.
A partir del dia 21 son consumidos practicamente en su
totalidad. Durante la fase estacionaria del cultivo, se
demostr6 la presencia del metabolito CPT, en las
suspensiones de C. acuminata.

Conclusiones: Fue posible establecer cultivos de células en
suspension de la linea PCCA-A de C. acuminata con
capacidad de produccion de CPT. Estos mostraron
velocidades especificas de crecimiento tipicas de otros
cultivos vegetales. El rendimiento en biomasa corresponde a
los valores usuamente reportados en la literatura
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