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Editorial

Saccharomyces cerevisiae es un buena amiga

Beatriz S. Méndez. Departamento de Quimica Biol6gica. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires. IQUIBICEN. CONICET. Buenos Aires, Argentina

Correo electronico: bea@gb.fcen.uba.ar

Nos dio el pan y el vino y en ese caracter desde los tiempos biblicos nos acompafié en
liturgias religiosas, tabernas abarrotadas y palacios principescos. Hechos conocidos. Sin

embargo sus andanzas por los laboratorios cientificos no han tenido gran difusion.

S.cerevisiae es el organismo modelo eucariota y como tal existe un profundo
conocimiento de su genética y fisiologia. Su genoma fue el primero de un organismo eucariota
en ser secuenciado (1) y en consecuencia, a posteriori, se dispuso de amplia informacién sobre
transcriptomas, proteomas y datos de ingenieria metabdlica en distintas condiciones
fisiologicas. Ademas su uso en las industrias panadera y vitivinicola, en la produccién de bio-
etanol y en la sintesis de intermediarios para productos de la industria quimica y farmacéutica
condujo a una larga serie de publicaciones relativas a investigacion aplicada (2). De ahi derivo

su interés en determinar su genoma minimo.

¢ Qué se entiende por genoma minimo? Se define como el menor conjunto posible de
genes que sean suficientes para sostener el funcionamiento de una forma de vida celular en
presencia de todos los nutrientes esenciales y en ausencia de estrés ambiental. Y ¢4cudl es el
interés en conocerlo? Como se deduce de lo dicho anteriormente los microorganismos
sintetizan compuestos que tienen interés comercial. En funcién de lograr su maxima produccién
es necesario que el organismo en cuestion no se “distraiga” en fabricar principalmente
compuestos para su diversidad metabdlica como lipidos, proteinas, material de reserva, etc.
sino que dirija su metabolismo hacia la molécula de interés sin que por supuesto ello implique

afectar su sobrevida lo que deriva en la necesidad de conocer los genes esenciales.

En procariotas, dado su genoma pequeno, se han determinado los genes no esenciales
en varias especies. Basicamente la estrategia fue utilizar métodos de inactivacién génica en
bacterias como Escherichia coli, Bacillus subtilis y Mycoplasma. Sin embargo esos métodos no
aseguran que todos los genes inactivados sean simultdneamente no esenciales para crecer en
condiciones éptimas. Un enfoque adecuado para obtener esa respuesta es la sintesis de
genomas artificiales en los cuales se puedan introducir todas las modificaciones necesarias

para definir la minima informacién genética que asegure crecimiento adecuado.

El primer genoma procariota artificial sintetizado, ensamblado y clonado fue el de
Mycoplasma genitalum (3). Sus 580.076 pares de bases se obtuvieron mediante 101 casetes
sintetizados artificialmente, recombinados “in vitro” y clonados en E. coli y S.cerevisiae. El

procedimiento permitié recobrar de clones de S.cerevisiae y verificar por secuenciaciéon el
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genoma completo artificial de M.genitalum. Posteriormente un genoma artificial de M.mycoides
se transplanté a M.capicolum permitiendo la obtencién de células bacterianas controladas por

un genoma artificial (4)

Las levaduras son distintas. Por empezar S.cerevisiae tiene 16 cromosomas vy el
tamario total de su genoma es de aproximadamente 12Mb. En el mismo hay cerca de 5000
genes no esenciales (1) y surge la misma pregunta sobre la simultaneidad. Dado que las
respuestas a esta pregunta no fueron concluyentes N. Annaluru (5) eligié la estrategia del
genoma artificial. Su eleccion fue el cromosoma Il cuyo tamafo es 316.617 pares de bases.
La estrategia consistié en introducir “in silico” en el cromosoma modificaciones como , entre
otras , la eliminacién de DNA no codificante, incorporacion de marcas de agua para distinguir
las secuencias nativas de las artificiales, y sobre todo limitar los extremos de genes no
esenciales con secuencias capaces de producir su eliminacién frente a una sefial adecuada.
Esta dltima estrategia permite la eliminacion ordenada de genes no esenciales para llevar a

cabo una funcién determinada, el principal objetivo tras los genomas minimos.

Luego Annaluru recurri6 a estudiantes de primer afio para continuar el trabajo.
Tomando como modelo el cromosoma artificial, synlll, de 272.871 pares de bases se
sintetizaron artificialmente 70 casetes que fueron unidos por los estudiantes por métodos
estandar de biologia molecular con el fin de dar complejos ensamblados de longitud
aproximada a 3 kb. Utilizando una estrategia novedosa el cromosoma nativo se reemplazé “in
vivo” mediante la introduccién ordenada de los fragmentos sintéticos en vueltas sucesivas de

transformacién. Synlll es funcional en S.cerevisiae

Y asi la legendaria levadura ha permitido la construccion del primer cromosoma

sintético eucariota.

¢ Podra aplicarse esta estrategia a todo su genoma? Suponemos que llevara tiempo
pero mientras tanto ya se posee informacion sobre la cual trabajar y ademas la participacién de
estudiantes en la tarea (ver un articulo similar en este nimero de Quimica Viva) ayud6 a su

formacién y a despertar su interés por la ciencia.

Si, Saccharomyces cerevisiae es una buena amiga.

Referencias
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Los bacteriofagos como plataforma educacional para atraer y retener a
los estudiantes jovenes en la actividad cientifica

Maria Eugenia Dieterle y Mariana Piuri
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires, IQUIBICEN-CONICET, Buenos Aires, Argentina.

Correo electronico: mpiuri@qgb.fcen.uba.ar

Resumen

El curso SEA-PHAGES (ScienceEducation Alliance Phage Hunters AdvancingGenomics and
EvolutionaryScience) de HHMI (Howard Hughes Medical Institute) brinda a los estudiantes
universitarios del primer ano la oportunidad de acercarse a la investigacion empleando como
plataforma el aislamiento y posterior secuenciaciébn y anotacibn de genomas de
micobacteriofagos. La participacion en este curso ha demostrado estimular el interés de los
estudiantes por la ciencia y promover su permanencia en disciplinas como ciencias, ingenieria,

tecnologia y matematicas.

Palabras claves: Bacteriéfagos, experiencia en investigacion, educacion e investigacion,

micobacteri6fagos.

Bacteriophages as an educational platform to attract and retainyoung

students in science

Abstract

The HHMI (Howard Hughes Medical Institute) Science Education Alliance Phage Hunters
Advancing Genomics and Evolutionary Science (SEA-PHAGES) course brings the opportunity
to first year college students to participate in a research project using as platform the isolation
and further sequencing and annotation of mycobacteriophage genomes. Involvement of
students in this course stimulates interest in science and enhances persistence in science,

engineering, technology and mathematics disciplines.

Key words: Bacteriophage, research experience, education and research,

mycobacteriophages

91



Revista QuimicaViva - Numero 2, afio 13, agosto 2014 - quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

Los (bacterid)fagos fueron descriptos por Frederick Twort (1915)(1)y un par de afos
mas tardepor Felixd Herelle (2) como "comedores de bacterias"caracteristica que dio origen a
su nombre. Aunque la naturaleza de los fagos estuvo en debate durante muchos anos, esta
particularidad condujo a evaluar casi de inmediato su empleo en terapia para el tratamiento de
enfermedades bacterianas. Fue el mismo d"Herelle (y algunos de sus familiares) quienes, muy
lejos de los estandares éticos requeridos hoy en dia, ingirieron suspensiones de fagos para
demostrar su inocuidad y emplear preparaciones de fagos activos contra Shigella para el
control de la disenteria. Aunque con el advenimiento de los antibiéticos los bacteriéfagos fueron
dejados de lado en Occidente con fines terapéuticos (en Rusia y Europa del Este nunca
dejaron de ser empleados en la clinica), éstos fueron claves en el desarrollo de nuevos

paradigmas (i.e., biologia molecular como ciencia).

Hoy, casi 100 anos después,estos virus de bacterias han vuelto a cobrar relevancia en
parte por sus aplicaciones, incluyendo su empleo en terapia (debido a la aparicién de cepas
resistentes a los antibidticos), desarrollo de herramientas para manipular genéticamente
bacterias, empleo de productos codificados en sus genomas con fines tecnologicos y

diagnéstico de patdgenos.

Sumado a sus multiples usos, los fagosestan siendo empleados como una plataforma
para introducir a los estudiantes en el mundo de la investigacién e incentivarlos a dedicarse a

las ciencias.

Una de nosotras (M.P), en sus primeros dias como becaria postdoctoral en el
laboratorio del Dr. Hatfull en la Universidad de Pittsburgh, presencié con sorpresa como un
chico de no mas de 14 afos observaba detenidamente placas de lisis sobre un césped

bacteriano.

Al preguntar qué estaba haciendo ese chico en el laboratorio, respondieron que era
parte del programa PHIRE (Phage Hunters Integrating Research and Education program), en el
cual estudiantes universitarios de grado y de escuelas secundarias aislaban nuevos
bacteri6fagos, secuenciaban, anotaban sus genomas y los analizaban comparandolos con
otros genomas conocidos. Con una vision bastante escéptica, dudd del beneficio de la
participacion de estudiantes tan jévenes y en etapas tan tempranas en un programa como éste
y cual era el sentido de destinar fondos para llevarlo adelante. Por supuesto, esa visién fue
bastante errada ya que el programa que comenzé en la Universidad de Pittsburgh fue
extendido a otros ambitos, méas alld de los laboratorios con experiencia en investigacion con
fagos, y hasta el momento ha sido implementado en mas de 73 universidades en los ultimos 5
anos con la participacion de 4800 estudiantes. Esto ha sido estructurado a nivel nacional en
Estados Unidos a través del curso SEA-PHAGES (Science Education Alliance Phage Hunters
Advancing Genomics and Evolutionary Science) de HHMI (Howard Hughes Medical
Institute)(3).

¢ En qué consiste exactamente el curso? Brinda a estudiantes de los primeros afios de

la universidad (College) una experiencia en investigacién durante el transcurso de un afo. Las
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clases son de 18-24 alumnos e incluyen uno o dos profesores y un jefe de trabajos practicos.
En el primer cuatrimestre, los estudiantes aislan fagos de muestras de suelo (recolectadas por
ellos y registrando con un GPS las coordenadas del lugar) usando Mycobacterium smegmatis
como hospedadora (bacteria no patogénica que se usa como modelo para Mycobacterium
tuberculosis).Los estudiantes purifican y caracterizan los fagos, los visualizan por microscopia
electrénica y extraen y purifican DNA. El genoma es secuenciado entre cuatrimestres y en el
segundo cuatrimestre los alumnos anotan el genoma empleando herramientas bioinformaticas
para definir posibles genes, entender reordenamientos gendémicos y predecir funciones
proteicas. La secuencia y la anotacion es revisada y recopilada en una base de datos
(PhagesDB database, http://www.phagesdb.org) y enviada a GenBank. Cada estudiante puede
ponerle nombre a su fago (de ahi nombres tan variados como Brujita, Tweety, Corndog, etc.) lo
que les da un sentido de posesion y los motiva a explorar los secretos detrds del mismo. El
objetivo de este curso curricular es introducirlos en los métodos y abordajes que se emplean en
investigacion, disefio experimental e interpretacion de datos pero no busca brindar informacién

mas alla del contexto bioldgico necesario para llevarlo a cabo.

La contribucion del curso SEA-PHAGES ha sido clave para entender la diversidad de
los micobacteriofagos (fagos que infectan Mycobacterium) y los datos obtenidos han resultado
en un numero significativo de publicaciones en las cuales los estudiantes son autores (4-12).
Se han aislado 3000 nuevos fagos y han sido secuenciados més de 450 genomas con mas de
350 secuencias depositadas en Genbank. Se ha estudiado la correlacion entre el genoma vy el
lugar geografico donde fueron aislados (7-13) y los mecanismos evolutivos que llevan ala
presencia de mosaicos en sus genomas (6). Sumado a esto, los fagos aislados forman una
invalorable coleccion de potenciales virus que infecten Mycobacterium tuberculosis. Los
bacteriofagos deM.tuberculosis han sido fundamentales para el desarrollo de herramientas
para la manipulacién genética de esta bacteria (14), el diagnéstico (15) y la determinacion

rapida del patrén de susceptibilidad a antibidticos para identificar cepas resistentes(16).

En el ano 2012, en Estados Unidos, el presidente del Consejo de Asesores en Ciencia
y Tecnologia (PCAST) reporté la necesidad de un millén de graduados en ciencia, tecnologia,
ingenieria y matematicas en la préxima década para cubrir las necesidades econdémicas de ese
pais. Uno de los problemas con los que se enfrentan es la desercién de estudiantes de estas
carreras durante los primeros afos. El reemplazo de los cursos convencionales de laboratorio
por aquellos donde se involucre a los alumnos en experiencias de investigacion reales ha
demostrado mejorar el compromiso e interés de los estudiantes por la ciencia (17-19). En un
trabajo recientemente publicado en la revista mBio, se analizé6 el efecto que tenia la
participacion en el curso SEA-PHAGES en la permanencia en la carrera (3). Se observé una
mayor retencidén de los alumnos que participaron del curso sugiriendo que la incorporacion de

la experiencia en investigacionen etapas tempranas disminuye la desercion de los estudiantes.

Tal vez la clave de este programa comparado con otros(como por ejemplo estudiantes

que durante el verano hacen una pasantia de investigacion en un laboratorio) radica en la
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participacion directa de los alumnosen un descubrimiento cientifico, con un proyecto propio que
puede mejorar su autoestima y su motivacion personal.Los costos de los materiales son
similares a los de otros trabajos practicos y los gastos de secuenciacion son cubiertos por
HHMI y la Universidad de Pittsburgh. Como ventaja adicional, el tamafo y la diversidad de la
poblacién de fagos es tan grande que no genera ningun obstaculo en el nimero de estudiantes

que pueden participar.

Aln hoy, los fagos no dejan de sorprendernos y hasta han demostrado ser aliados

ideales para introducir a los jévenes en la investigacion despertando su apetito por la ciencia.
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Carlos Eugenio Cardini estudié en la Universidad de Buenos Aires y se recibié con
medalla de oro como farmacéutico en el afno 1933. Tan solo dos afos después obtuvo el titulo

de doctor en Bioquimica en la misma universidad con diploma de honor.

Realizé una extensa tarea como profesor universitario y director de unidades
académicas. Fue un gran organizador. Con una clara vocacién docente, desde 1938 se
desempefid como profesor de Quimica Organica y Bioldgica de la Universidad de Tucuman y
pese al tiempo trascurrido, el Dr. Cardini sigue presente en el recuerdo. Fue quien senté en esa
universidad las bases para la ensefianza de la Quimica Biolégica y para el comienzo de la
investigacién en dicha area. Estableci6 laboratorios de investigacion, dirigié investigaciones,
acercd a prestigiosos cientificos de la Argentina y del exterior e inicié el armado de una

biblioteca especializada en el tema.

Pese a su importante tarea académica realizada en la Universidad de Tucuméan en
1947 el Dr. Cardini, junto a muchos otros profesores universitarios en el pais, fue dejado
cesante. Prosiguiendo su rumbo académico y su vocacion de investigador se incorpor6 al
grupo de investigacion liderado por el Dr. Houssay, quien también habia sido declarado
cesante en la Universidad de Buenos Aires. Este habia creado el Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IBYME), como una institucién privada sin fines de lucro, para proseguir
los estudios de fisiologia que lo harian acreedor del Premio Nobel de Medicina en ese mismo
ano, 1947. Es alli donde Cardini se integr6 a uno de los mas distinguidos grupos de
investigacién de la historia la Argentina, junto a otros brillantes profesores e investigadores que
habian debido alejarse de universidades nacionales en los afios anteriores y que harian

historia: los doctores. Luis Federico Leloir, Ranwel Caputto, y Raul Trucco.

Para ese entonces, el Dr. Houssay concibié la necesidad de jerarquizar la investigacion
en la relativamente nueva disciplina Bioquimica y —al mismo tiempo- crear condiciones
permanentes que pudieran evitar la emigracion de cientificos. Leloir acababa de regresar de los
Estados Unidos y Houssay, que habia dirigido su tesis doctoral, o propuso como director del
nuevo grupo que constituiria el Instituto de Investigaciones Bioquimicas. Cardini era cufiado del
importante industrial Jaime Campomar y junto con Houssay lo motivaron para crear bajo su
patrocinio econémico una entidad que sostuviera dicho Instituto: la Fundacién Campomar.
Cardini, jugd un rol decisivo en la decisidn de su cufiado Jaime y ocupd el cargo de sub-director

de la misma. Durante largos anos el rol de Cardini en la creacién del Instituto fue desconocido
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por la mayoria de sus companeros, dada la gran humildad que lo caracterizé siempre. Asi, bajo
el mecenazgo de Campomar el 7 de noviembre de 1947, a los pocos dias del otorgamiento del
Premio Nobel de Medicina a Houssay, se inauguré el flamante Instituto. Bajo la direccion del
Dr. Leloir, en una modesta casa de la calle Julian Alvarez 1719, del barrio Palermo en Buenos
Aires, el grupo inicial de investigadores estuvo formado por los Doctores Luis Federico Leloir,
Carlos E. Cardini (subdirector), Ranwell Capputo y Raul Trucco, junto al primer becario de la
nueva Institucion, el Bioquimico Alejandro Paladini. Una vez instalado el Instituto, se adquirio
equipamiento y se pagaron algunos sueldos. Como sefalara proféticamente el Dr. Leloir “el
Instituto de Investigaciones Bioquimicas comienza sus actividades en un local pequefo y

provisorio, pero esperamos que sean grandes su labor y su futuro”.

Entre los afos 1948 y 1949 utilizando primero como modelo la levadura de cerveza y
luego cultivos de Escherichia coli reportaron la existencia de una coenzima necesaria para la
transformacién de la glucosa-1-fosfato en glucosa-6-fosfato. Luego, llegaron a la conclusién
que se trataba de a-glucosa-1,6-difosfato. Los ejemplos mejor conocidos de su importancia
biologica son los de la fosfoglucomutasa del musculo y de la levadura (1,2) No menor fue el
descubrimiento de estos cinco investigadores de la transformacion enzimatica de galactosa en
derivados de glucosa (3) Finalmente en noviembre de 1949 reportan la formacion del “factor
termoestable como uridina difosfato glucosa (UDPG)” (4). En los anos siguientes Paladini,
Caputto, Leloir y Cardini descubrieron que el UDPG era necesario para la transformacién de
galactosa-1-fosfato en glucosa-1-fosfato (5). Este fue un descubrimiento trascendental para la
bioquimica que, junto a los demas descubrimientos del grupo, le valié al Dr. Leloir el Premio
Nobel de Quimica 1970. Los datos acumulados hasta el dia de hoy indican que toda la
sorprendente variedad de polisacéaridos que existen en la naturaleza se sintetizan a partir de
nucleétido azlcares. En afos posteriores, el Dr Cardini comenz6 a sentar las bases del
conocimiento de la sintesis de oligosacaridos y polisacaridos en plantas, focalizandose en las

enzimas involucradas; tarea pionera no solo en la Argentina sino a nivel mundial (6, 7,8)

En 1958 se produjo un gran cambio de situacién en la ciencia y las universidades
argentinas. Por la sinergia de personalidades muy fuertes como fueron el Dr. Houssay y el Dr.
Rolando Garcia, en ese afo se creé el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET) y tanto los miembros del IBYME como los miembros de la Fundacion
Campomar se trasladaron a un nuevo edificio en el barrio de Belgrano. Esto permitié el
crecimiento de ambas instituciones y favorecer la afluencia de alumnos universitarios. En 1960
el CONICET instituye los primeros premios a la investigacion cientifica: con motivo del Premio
Weizmann, su presidente el Dr. Bernardo Houssay menciona en su entrega: “el premio se
adjudica al Dr. Carlos Eugenio Cardini, por los importantes descubrimientos originales que ha
realizado en el campo de la bioquimica. Entre sus trabajos mas sobresalientes figuran el
descubrimiento de la coenzima de la fosfoglucomutasa, la transformacién enzimatica de la
galactosa en glucosa, el aislamiento de la uridina difosfato glucosa, la biosintesis de la
glucosamina, la biosintesis de la sacarosa, la biosintesis del glucogeno, la biosintesis de los

glucidos y la biosintesis del almiddn. Estos brillantes estudios originales lo colocaron en un alto
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rango entre los bioquimicos del pais. Ademas de su labor original propia, supervisé y dirigié a

muchos jévenes graduados”.

También en esos afios comienzan a reintegrarse a la Universidad de Buenos Aires los
profesores expulsados en décadas anteriores. Garcia, como decano, crea el Instituto de
Investigaciones Bioquimicas de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, nombrando como
profesor y director a Leloir e incorporando a todo su grupo. Después se produjo el otorgamiento
de cargos de profesor-investigador a varios de los investigadores, incluyendo Cardini, quien en
la practica se ocuparia de organizar toda la docencia y durante afos bregaria por la expansién
de la misma en el area de la Quimica Biolégica. Cardini jugé un papel central en la
organizacién del Departamento de Quimica Biologica de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Como Profesor, Cardini dict6 clases magistrales
en el viejo edificio de la Facultad en la calle Peru y posteriormente en el pabellon 1l de la ciudad
universitaria. Quienes asistimos a sus clases recordamos su didactica ordenada vy la claridad
de sus ponencias, usando siempre una voz pausada pero firme. En 1966 se designa al Dr.
Cardini profesor titular plenario con dedicacion exclusiva, en el Departamento de Quimica
Biologica de dicha facultad donde en 1969 fue designado director. En unos pocos afos creé el
Centro de Investigaciones Microbioldgicas y organiz6 mas de una decena de catedras nuevas
convirtiendo a ese departamento docente en uno de los mas dinamicos de la Facultad. Su
metodologia para desarrollar la docencia universitaria asociada a la investigacion cientifica,
segun él lo mencionara era: “aplicar o inventar métodos de participacion activa de los alumnos
a fin de desarrollar su capacidad critica, su espiritu de originalidad, su capacidad de plantearse
problemas y resolverlos y de acceder a la literatura cientifica original”. Ademas de su
desempefio como director y docente Cardini mantuvo en todo momento su activa participacién
en la actividad de su grupo de investigacion, originalmente formado por Rosalia Frydman, Nelly
Lavintman Juana Tandecarz y becarios doctorales, entre ellos quien escribe aqui, Silvia

Moreno.

El Dr. Cardini destacd, sin lugar a dudas, como un cientifico brillante, tenaz y estudioso
y como pionero en la bioquimica de plantas. Pero existen otros aspectos de su biografia que
merecen ser realzados y que podemos evocar quienes lo conocimos de cerca, tanto en la
Fundacion Campomar como en la Facultad de Ciencias Exactas de la UBA. Uno de nosotros
(SM) tuvo el gran privilegio de haber integrado su grupo junto con la Dra. Tandecarz. Luego de
aprobar el curso de posgrado Quimica Biol6gica Superior en 1980 el Dr. Cardini le ofreci6 la
posibilidad de realizar el Doctorado en su laboratorio. SM recuerda especialmente la paciencia
que tenia el Dr. Cardini para evaluar los ultimos experimentos logrados en el laboratorio y luego
con muy pocas palabras aportaba ideas con una vision extraordinaria. Era un lector apasionado
que dominaba una vasta gama de areas de investigacion. Menciona que no solo admira la
inteligencia y mente visionaria del Dr. Cardini, sino su gran bonhomia para escuchar en silencio
a todo investigador, profesor o estudiante que se acercara a su mesada de trabajo y luego con

una gran agudeza aportar siempre su respuesta oportuna. En general, al final del relato, bajaba
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un poco su cabeza clavando su mirada aguda por sobre sus anteojos y daba su opinién sin
rodeos sobre el tema sobre que se lo consultaba.

Otro de nosotros (LQ) tuvo la oportunidad de conocer a Cardini a varios niveles, como
alumno de grado y luego como doctorando en la Fundacion y en el Departamento de Quimica
Bioldgica y, méas tarde, como colega jefe de grupo. Recuerda, como alumno, las clases de
Cardini, que denotaban su personalidad; tranquilas y didacticas, con excelente predisposicion
hacia los alumnos. Siempre mostraba paciencia y genuina dedicacién e interés cuando lidiaba
con los habituales problemas de las materias y del departamento. Quien suscribe, LQ, recuerda
cuando conocié a Cardini por primera vez, en una situacion especial que lo retrata: Era el afio
1969, corrian tiempos dificiles para la Facultad en general y para los alumnos en particular. Los
derechos de los estudiantes estaban extremadamente limitados. En la materia que daba
Cardini, Quimica Biolégica |, se produjo un hecho de injusticia bastante inusual: un cambio que
provocaba que tres alumnos, antes aprobados, quedaran afuera de la misma. Los alumnos
estabamos indignados, pero por la coercion vigente en la Facultad no habia consenso sobre
qué hacer ya que las protestas y peticiones estaban prohibidas. Se le solicité a Cardini, como
profesor y como director departamental, que recibiera a dos estudiantes. Concurrimos un
delegado y una de las alumnas afectadas. Ni que decir tiene que en la entrevista, Cardini
escuch6 atentamente y acepté que se habia cometido una injusticia. Algo completamente
inusual para esos tiempos y altamente democratico en cualquier época. No sélo no se
produjeron las “represalias” que algunos auguraban, sino que los alumnos perjudicados fueron
repuestos en su condicion de regulares. Conocimos asi la ecuanimidad y la vocacién
democratica de Cardini, en una situacion de la universidad donde las injusticias inapelables

eran frecuentes.

Ejerciendo sus tareas como director departamental en la Facultad y como pieza
fundamental en la Fundacién Campomar, Cardini siempre mostré6 una gran ecuanimidad y
prudencia, privilegiando permanentemente los intereses de ambas instituciones. Siempre logré
balancear sus puntos de vista con los de sus pares y cuando le tocd tomar decisiones, en
tiempos que por periodos fueron muy dificiles para los ambientes académicos, supo encontrar
soluciones posibles. Conocido por pocos, Cardini tenia una personalidad con aspectos muy
mundanos: amaba el fatbol, coleccionaba estampillas argentinas y en ocasiones,
sorpresivamente, desplegaba un humor sobrio y muy particular.

Los ultimos afos de su vida, los pasé en gran medida actualizandose en la biblioteca
de la fundacion, que hoy lleva su nombre. Leia con mucha curiosidad, en particular aspectos
relacionados con el funcionamiento de las plantas, tema que lo apasionaba. Como ejemplo de
su mente visionaria podemos sefalar que a comienzos de los 90 detecté como él lo llamaba la

“alelopatia de las plantas”, un tema de punta hoy en dia en el primer mundo.

Para quienes lo conocimos, Cardini fue una personalidad querible y memorable.
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Resumen

Debido al incremento del uso de aluminio (Al) surge la necesidad de intensificar
estudios que permitan revelar nuevos aspectos de la interaccién de este metal con los seres
vivos. En esta breve actualizacién se presentan nuevos hallazgos relacionados con la toxicidad
del metal en el periodo que algunos autores han denominado la “Era del Aluminio”.Se acepta
que la exposicién humana al Al es un hecho involuntario y fortuito por lo que resulta, entonces,
importante el reconocimiento de las formas que puede adoptar tal exposiciéon. El amplio uso del
Al en alimentos, soluciones nutritivas, cosméticos, medicamentos y envases, asi como las
exposiciones accidentales al metal proveniente de otras fuentes, aumentan considerablemente
el riesgo de la acumulacion de Al en el organismo de los seres vivos. Todavia no se han
encontrado buenos marcadores que permitan cuantificar la magnitud de exposicion a este
metal y tampoco, los sitios de acumulacion en el organismo. Si bien la presencia del metal es
considerada potencialmente téxica falta identificar los blancos biologicos especificos para

comprender como la exposicién a Al se manifiesta en enfermedad.

Palabras clave: aluminio, organismo humano, toxicidad, exposicién al metal

Update on the interaction between aluminum and the human body in the

‘aluminum age’.

Abstract

Escalated environmental contamination and extensive use of aluminum (Al) have made the
exposure to the metal inevitable, which has led to coining the term the ‘age of aluminum’ to refer
to contemporary life. The widespread use of Al in food, nutritive solutions, cosmetics and in the
pharmaceutical and packaging industries, in addition to accidental exposures to the metal,
enhance the risk of Al accumulation in human beings. Since no essential role has been
demonstrated for this metal in biological systems, its unintended presence in the body might be
considered a potential risk rather than a benefit. The potential interactions between the metal
and many biomolecules highlight the importance of understanding the consequences of the Al
body burden, which can lead to the alteration of metabolic pathways. Therefore, the role of Al in

the pathophysiology of human diseases cannot be overlooked. In this sense, identifying the
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specific biological targets of the metal is fundamental to understand how Al exposure is linked to

clinical manifestations of toxicity.

Key words: aluminum, human body, metal exposure, toxicity

Introduccion

En el final de la actualizacién anterior sobre aluminio (Al) que publicamos previamente
en Quimica Viva (Nesse y col., 2003) mencionamos que se podia esperar un aumento de la
exposicién a este compuesto debido al extraordinario incremento del uso de este metal y que,
seguramente, surgiria la necesidad de realizar mas estudios para revelar nuevos aspectos de
la interaccion del Al con los seres vivos. Esta perspectiva se estd cumpliendo por lo que
volvemos para presentar nuevos hallazgos relacionados con la toxicidad del metal en este

periodo que algunos autores han denominado la “Era del Aluminio”.

Existe una amplia investigacion sobre la posible accion perjudicial del Al sobre distintos
organismos vivos. En particular las plantas afectadas por los suelos contaminados con el metal
tienen importancia econdémica sustancial. No obstante y dada la extensién del tema, sélo nos
referiremos, en esta breve actualizacion, a algunos aspectos de la interaccién del Al con el

organismo humano.

Al no conocerse una funcion esencial del Al para el ser humano, su presencia en el

organismo es considerada como un riesgo potencial de algun efecto perjudicial.

Fuentes de exposicién al aluminio

El aluminio es el elemento que se encuentra en mayor abundancia en suelos, aire y
agua, ya que constituye el 8% de la corteza del planeta Tierra. La exposicién de la raza
humana a Al es generalmente atribuida a esa extensa presencia del metal en el ambiente
—incrementada por la movilizacién natural del Al por lluvias acidas— asi como a la multiplicacién
de las aplicaciones industriales responsables del incremento espectacular en la “quimica del
aluminio”. La facilidad para separar el metal en escala industrial hizo que el Al de ser un
elemento eminentemente decorativo se transformara en el metal mas ampliamente utilizado del
siglo XXI, uso que todavia puede amplificarse con el desarrollo de la industria de las
nanoparticulas. Las propiedades fisicas y quimicas, combinadas con su ubicuidad en la
naturaleza son la base de la extensa aplicacion del Al en las industrias automotriz, aeronautica,
textil, del papel y de colorantes, entre otras. Sin embargo, y en contraposicién al concepto
general, las exposiciones ambiental y ocupacional no son las Unicas fuentes de contacto.

Se acepta que la exposicién humana al Al es un hecho involuntario y fortuito por lo que
resulta, entonces, importante el reconocimiento de las formas que puede adoptar tal
exposicién. El amplio uso del Al en alimentos, soluciones nutritivas, cosméticos, medicamentos

y envases, asi como las exposiciones accidentales al metal proveniente de otras fuentes,
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aumentan considerablemente el riesgo de la acumulacién de Al en el organismo de los seres

Vivos.

La dieta puede proveer cantidades variables de Al. Por ejemplo, los vegetales
contienen cantidades medibles del metal debido a la absorcién del Al solubilizado en suelos
acidos. La acidificacién atmosférica esta causando el desplazamiento progresivo del Al desde
las montanas a la superficie del agua, exponiendo a las plantas, animales y humanos, tal vez
por primera vez, al contacto con especies absorbibles del metal. Por otra parte, sales de Al son
frecuentemente empleadas como aditivos de alimentos, tales como quesos, polvo de hornear y
preparaciones para tortas instantaneas. Entre otras fuentes relacionadas con la dieta, hay que
considerar el contenido de Al en bebidas e infusiones, el aporte a las comidas y bebidas
proveniente de las ollas y envases de lata, sin olvidar el contenido de Al en aguas publicas. A
pesar de que la mayoria de las aguas naturales contienen minimas cantidades del metal, el uso
de compuestos de Al en el sistema de purificacién proporciona cantidades significativas del

metal en las aguas corrientes.

Es un hecho conocido que los pacientes renales en hemodidlisis fueron los primeros en
mostrar signos de sobrecarga de Al. La toxicidad por el metal era causada por la incorporacion
a la sangre del Al presente en alta concentracién en los liquidos de dialisis mas la prescripcion
de medicamentos orales de compuestos de Al utilizados como ligantes de fosfato. En la
actualidad el tratamiento del agua de didlisis provee liquidos de mejor calidad pero, a pesar de
ello, se sigue reportando el hallazgo de pacientes en hemodidlisis con elevados niveles de Al
en el organismo, reflejado en la concentracién de Al en sangre, debido a fallas en la excrecién

del Al incorporado a través de numerosos medicamentos.

Otras rutas subestimadas de exposicioén a Al son la piel y las vias olfatoria y pulmonar.
El Al es un componente importante de muchas formulaciones cosméticas. La exposicién diaria
a Al también incluye el uso de cosméticos, bronceadores, bloqueantes solares y
antitranspirantes y la frecuencia con que estos productos son aplicados sobre piel y cabello

puede significar un aporte sustancial del metal al organismo.

Actualmente, las mayores fuentes de exposicién a Al para el individuo comun, es decir,
aquél no directamente afectado por una relacion ocupacional, parece provenir de la dieta y de
preparaciones farmacéuticas. Estas fuentes pueden ser “intencionales”, cuando el Al es un
componente de la formulacion o “no intencionales”, cuando el Al estd presente como
contaminante. Entre los primeros, se puede mencionar la incorporacién de Al al organismo
como adyuvante de vacunas, ya que el contenido del metal liberado al organismo por esta
causa supera a la ingesta de una dieta normal. Los pacientes en tratamiento crénico con
drogas que actian en la membrana de los enterocitos, aumentando la permeabilidad a
metales, deben recibir particular atencion. La adiccién a cocaina y heroina constituye otro
aporte de Al al organismo, agravado por el uso de la via olfatoria, una forma de acceso directo
al cerebro, con evasién del bloqueo de la barrera hematoencefalica. Los antiacidos a base de

Al, ingeridos en gran cantidad por consumidores regulares, y las soluciones de administracion
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endovenosa contaminadas con Al como las soluciones de albimina u otras para nutricién
parenteral, identifican nuevas poblaciones en riesgo de adquirir sobrecarga de Al. Dentro de
estas ultimas, la poblacion infantil representa el grupo con mayor potencial exposicion al metal
si se considera el Al por kilogramo de peso corporal. En este contexto, se han establecido
claras relaciones entre la exposicion parenteral a Al y la toxicidad en infantes, ya que el metal
esta presente como contaminante en las férmulas que reciben los neonatos prematuros,
ademas de que la inmadurez renal de los recién nacidos afecta su eliminacion. El interés por
determinar el grado de contaminacion con Al de distintas formulas infantiles resurgié a partir de
un reciente reporte que muestra el elevado consumo de férmulas infantiles, algunas de ellas
como Unica fuente de leche maternizada en el Reino Unido, asi como el hallazgo de la
contaminacién con Al de muchas de las férmulas analizadas. Algunos estudios mostraron que
la férmulas estudiadas entre las disponibles en el Reino Unido estaban contaminadas con Al.
De las investigaciones surge que se necesitan iniciativas de instituciones de salud publica para
establecer normas que conduzcan a la reduccién del contenido de Al en férmulas infantiles a

los limites mas bajos posibles para proteger a los infantes de la exposicién crénica al metal.

Aluminio en el organismo

La presencia de Al en el organismo deriva del balance entre la exposicién y la
excrecion. Todavia no se han encontrado buenos marcadores que permitan cuantificar la
magnitud de exposicién a este metal y tampoco, los sitios de acumulacién en el organismo.
Ademas, se resalta la importancia de detectar el Al biolégicamente disponible, es decir aquél

gue es capaz de intervenir en los procesos bioldgicos del organismo.

Si bien la presencia de Al es considerada potencialmente tdéxica falta identificar los
blancos biolégicos especificos del metal para poder comprender como la exposicion a Al se

manifiesta en enfermedad.

Asociacion de aluminio con signos patofisiologicos

El Al forma complejos estables con diversas moléculas como proteinas y ligandos
biologicos de bajo peso molecular.

Es muy vasta la informacion actual acerca de la presencia de Al en el cuerpo humano y
estudios experimentales muestran la asociacion con desdrdenes que abarcan practicamente
todos los 6rganos. La implicancia del Al en distintas patologias ha sido documentada, en
especial, en lo que refiere a la salud humana y animal. Desérdenes neuroldgicos, hepaticos,
intestinales, &éseos, hematolégicos, metabdlicos, del sistema inmune y hasta procesos
tumorales podrian ser explicados por la irrupcién del Al en distintos eventos. Han sido
descriptas interacciones del Al con varios factores (calcio, hierro, magnesio, zinc, fosfolipidos,

oxido nitrico, proteinas) o componentes celulares (membrana plasmatica, mitocondrias,
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nucleo), asi como la participacion o interferencia del metal en diferentes procesos (estrés

oxidativo, inflamacion, transporte iénico, sintesis de ATP).

Aluminio y calcio

La presencia de Al perturba la homeostasis del calcio interfiriendo en caminos de
sefalizacion celular, observado en distintas especies animales y en sistemas experimentales
de variada complejidad.

Se encontré que la exposicién a Al altera el flujo del ion Ca2+ e interfiere con los
mecanismos de su secuestro en compartimientos celulares. Esto conduce a una desregulacion
de los niveles intracelulares de calcio, lo que, a su vez, induce otros eventos de dafo celular,
como alteracion del funcionamiento de canales idnicos y de caminos metabdlicos, activacion de

enzimas proteoliticas, produccion de radicales libres y deterioro de procesos energéticos.

Aluminio y hierro

Si bien algunos ligandos de bajo peso molecular, tales como citrato y fosfato, se
encuentran implicados en la distribucién del Al entre la sangre y los tejidos, el transporte por la
proteina transferrina (Tf), transportadora de hierro (Fe), convierte al Al en potencial agente
interferente del metabolismo del Fe.

Efectivamente, el Al compite con el ion férrico debido a su misma carga y radio idnico
similar. En nuestro laboratorio hemos demostrado que el Al interfiere con los mecanismos
celulares de captacién de Fe y con la sintesis de hemoglobina (Hb). La afinidad similar del
receptor celular para Tf cuando ésta transporta Fe o Al podria explicar la accion inhibitoria
observada en células capaces de sintetizar Hb, tales como progenitores eritroides de médula
Osea o lineas celulares. La disrupcion de la homeostasis celular del Fe por la presencia de Al

también afecta neuronas de ciertas regiones vulnerables del cerebro.

Aunque no se ha descrito un rol fisiolégico para el Al, o quizas debido a ello es que la
acumulacion intracelular debe considerarse indeseable y hasta potencialmente dafina. Si se
tiene en cuenta que la mayoria de las células emplea Fe como cofactor de actividades
bioquimicas fundamentales, tales como transporte de oxigeno, metabolismo energético y
sintesis de ADN, resulta facil entender que una interferencia potencial de Al con la homeostasis
del Fe puede tener serias consecuencias no solo relacionadas con el sistema eritropoyético

sino mas alla del mismo.

Aluminio prooxidante

El Al exhibe una significativa actividad prooxidante, promoviendo eventos de oxidacion

bioldgica tanto in vitro como in vivo. Todavia no ha sido totalmente aclarado el mecanismo por
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el cual el Al, que no es un metal con actividad redox, induce dafo oxidativo. Se ha sugerido
que el complejo Al(Ill)-ROS (especies reactivas de oxigeno) es el mediador de la actividad
prooxidante del metal. Un mecanismo alternativo por el cual el Al causaria lipoperoxidacién
seria a través de la union a grupos polares de los fosfolipidos de membrana, alterando la
funcionalidad de la membrana celular y aumentando, por ello, la susceptibilidad celular al dario
causado por las ROS. Otra propuesta sugiere que diferentes formas del complejo Al-
superoxido tienen una elevada probabilidad de reducir Fe(lll) a Fe(ll), apoyando la hipotesis de
que el Al(lll) promueve la reaccidn de Fenton. La ocurrencia de este proceso in vivo aumentaria
la concentracion de importantes biooxidantes, como el radical .OH y ha sido especialmente
asociado a patologias neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer. Los resultados
de numerosas investigaciones sugieren que la actividad prooxidante del Al es significativa a

concentraciones del metal que son frecuentemente encontradas en el organismo humano.

Aluminio y cancer de mama

Investigaciones recientes han identificado el Al asociado con ciertas estructuras de la
mama humana y sugerido una posible relacion con el uso de sales de Al en la formulacion de
antitranspirantes. Segun los autores, esta asociacion podria explicar la causa no identificada de
algunos tumores en los que se sospecha la participacion de un componente ambiental.

Las sales utilizadas en estos compuestos incluyen cloruro de aluminio, clorhidrato de
aluminio y el complejo clorhidrato de aluminio y zirconio con glicina. Algunos organismos de
control aconsejan no aplicar el producto sobre piel lastimada o irritada pero es de practica

corriente la aplicacion del antitranspirante luego de la depilacién.

Los estudios encaminados a describir él o los mecanismos posibles que podrian
sustentar la asociacion entre Al y cancer de mama muestran, por un lado, la habilidad del Al de
unirse a receptores de estrégenos, actuando como agonista. Dichos xenoestrégenos
inorganicos, que reciben el nombre de metaloestrogenos, tienen gran significado por la fuerte

relacion entre exposicién a estrogenos y desarrollo de cancer de mama.

Por otra parte, no se puede ignorar la participacion nociva del Al en el microambiente
del cancer de mama. Como ya fuera mencionado en esta revision, las sales de Al han sido
catalogadas como factores prooxidantes capaces de catalizar la clasica reaccion de Fenton
asociada a los iones ferrosos, lo cual promueve un dafio oxidativo a través de la formacién de
superoxido. Esta capacidad del Al ha sido confirmada por la significativa acumulacion de
productos de oxidacién en el microambiente del tumor, lo cual pudo ser correlacionado

estadisticamente con los niveles de Al en el fluido mamario obtenido de pacientes con cancer.

Es importante destacar que, al presente, la informacion disponible en este tema es
incompleta como para asegurar una relacion causa-efecto directa. Por otra parte, dado el
caracter multifactorial del cancer de mama, se necesita mas conocimiento para establecer las

implicancias de exposiciones cronicas a bajas dosis de Al.
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Perspectiva futura

Numerosos grupos en distintos paises desarrollan investigaciones para intentar
dilucidar la participacién del Al en patologias neurodegenerativas, como la enfermedad de

Alzheimer.

Otras propuestas estan enfocadas a intentar el disefio de estrategias de prevencién y
diagnéstico de patologias cardiopulmonares asociadas a inhalacién de nanoparticulas con

aluminio como componente.

Dificil pero no imposible sera tratar de adquirir mayor informacion para establecer la

localizacion de Al en el organismo y su potencial toxicidad sistémica.
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Resumen

Las proteinas alimentarias ademas de su valor nutricional se sabe que pueden ejercer
actividades biologicas sobre el organismo. Las proteinas pueden ser modificadas por distintos
métodos tecnoldgicos como tratamiento térmico, quimico y enzimatico, estas modificaciones en
su estructura pueden modificar sus propiedades bioldgicas y alergenicidad. Dentro de los
métodos mas usados para modificar proteinas se encuentra la hidrélisis enzimatica. Muchas
proteinas por la complejidad de su estructura resultan ser alergérnicas, dependiendo del grado
de hidrélisis pueden reducir o no su potencial alergénico. Por esta razén resulta de mucho
interés saber que le sucede a las proteinas alérgenas durante la digestion gastrointestinal ya

sea en su forma nativa o desnaturalizada.

Palabras claves: alérgenos, hidrdlisis enzimatica y pepsina.

Abstract:

The food proteins in addition to its nutritional value are known to exert biological activities on the
organism. Proteins may be modified by various technological methods such as thermal
treatment, chemical and enzymatic; these structural modifications can alter their biological
properties and allergenicity. Among the methods used to modify proteins is enzymatic
hydrolysis. Many proteins by the complexity of their structure result to be allergenic, depending
on the degree of hydrolysis may be reduced or not allergenic potential. For this reason it is of
great interest to know what occurs to the allergenic proteins in the gastrointestinal digestion

either in native or denatured form.

Key words: Allergenicity, allergens, enzymatic hydrolysis and pepsin.
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Las proteinas se hallan en el centro de accién de los procesos bioldgicos. Estas llevan
en su propia secuencia toda la informacién necesaria para alcanzar su destino y realizar sus

funciones.

Algunas proteinas tienen una funcién estructural (son materiales estructurales de la
célula), otras cumplen actividades fisiolégicas, pues funcionan como enzimas que catalizan el
complejo conjunto de reacciones quimicas que se dan en las células. Las proteinas sirven
como reguladores de estas reacciones, en forma directa como componentes de las enzimas y
de manera indirecta como mensajeros quimicos (hormonas) y como receptores de esas
hormonas. Actlan en el transporte y almacenamiento de sustancias importantes de los
procesos biolégicos, por ejemplo, iones[BM1] metdlicos, O,, glucosa, lipidos y muchas otras
moléculas. Las del sistema inmune las inmunoglobulinas, forman un sistema esencial de
defensa bioldgica en los animales superiores (1, 2).

Las propiedades de una proteina estan determinadas, en gran medida, por su
estructura tridimensional. La estructura tridimensional de una proteina nativa (plegada desde el
punto de vista fisiolégico) esta especificada por su estructura primaria, de modo que tiene un
conjunto de caracteristicas basicas. Esta estructura tridimensional se puede ver afectada por
procesos externos que desestabilicen su estructura por ejemplo, desnaturalizaciéon por
cambios de pH, detergentes, agentes quimicos y calor que hacen que la proteina se
despliegue. Esta alteracion trae como consecuencia la modificacion de sus propiedades
fisicoquimicas: hidrofobicidad, solubilidad, viscosidad, etc. En algunos casos estos cambios
permiten modificar y/o potenciar en ciertas proteinas alimentarias sus actividades biolégicas.
Convirtiéndolas asi en elementos de interés para la industria alimentaria a la hora de obtener

nuevos ingredientes funcionales (3).

Modificacion de proteinas

Actualmente en el mundo existe un incremento en la demanda de productos
alimenticios con propiedades funcionales, estas propiedades pueden ser conseguidas por
medio de las proteinas modificadas.

Las modificaciones mas conocidas son cambios estructurales en las proteinas por
agentes fisicos, quimicos y enzimaticos. La modificacion por desnaturalizacion térmica es
usada para inducir cambios en la estructura de la proteina. La modificacion quimica puede ser
producida por acetilacion, esterificacion, fosforilacion, tiolacion y glicosilacion. Estas
modificaciones pueden producir cambios en la hidrofilicidad/ hidrofobicidad con aumento de la
carga neta de la superficie de la proteina, y modificar el punto isoeléctrico y/o conformacion
resultando modificadas sus propiedades funcionales y como consecuencia pueden resultar
alteradas su propiedades bioldgicas (4, 5,6).

La funcién principal de las proteinas presentes en los alimentos es aportar el nitrogeno

y los aminoédcidos esenciales (aminoacidos que no pueden sintetizarse) que en una proporcién
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ideal se utilizan para la sintesis de las proteinas corporales y las demas sustancias
nitrogenadas. Para poder utilizar estos aminodcidos, las proteinas deben ser digeridas. Por
ello son sometidas a un complejo proceso de hidrélisis enzimatica. Muchas proteinas por la
complejidad de su estructura resultan ser alergénicas, dependiendo del grado de hidrdlisis
pueden reducir 0 no su potencial alergénico. Por esta razén resulta de mucho interés saber que
le sucede a las proteinas alergénicas durante la digestién gastrointestinal ya sea en su forma

nativa o desnaturalizada.

Digestibilidad de alérgenos alimenticios

La incidencia de alergias alimentarias en paises desarrollados se encuentra en
aumento y se estima que suele ser de un 10 % en nifios y de un 2% en adultos (7,8). Se estima
qgue en Estados Unidos mueren cerca de 125-150 personas al afio por anafilaxis por alergias
alimentarias (9). La prevalencia de las alergias al huevo se estima que puede llegar a ser entre
1,6- 3,2 % en los paises desarrollados y es la segunda causa de alergias alimentarias en nifos
(10). Estudios epidemiolégicos recientes sugieren que el mayor nivel de higiene en las

poblaciones urbanas de los paises desarrollados puede jugar un papel importante (11).

El término de hipersensibilidad alimentaria se refiere a todas aquellas reacciones
individuales y adversas del organismo a determinados alimentos. Las proteinas son la principal
causa de estas reacciones; otras moléculas también pueden provocar reacciones aunque
suelen ser mas leves y con menos frecuencia. Si en la respuesta del organismo esta implicado
el sistema inmunolégico entonces la hipersensibilidad se denomina alergia alimentaria (12,13).
Las alergias alimentarias son mediadas por anticuerpos denominados inmunoglobulinas E (IgE)

y son clasificadas como reacciones de hipersensibilidad tipo | (14).

Un gran ndimero de alérgenos alimenticios son estables en condiciones que simulan la
digestion gastrointestinal in vivo. Entre estas proteinas no hay caracteristicas comunes, aunque
se asume que tienden a ser proteinas mayoritarias en los alimentos, resistentes a la digestion y

estables a los tratamientos de procesado sobre todo al tratamiento térmico (15).

El cuerpo humano ha desarrollado un complejo sistema para descomponer los
alimentos y extraer los nutrientes que necesita para mantener la salud. En la ingesta los
alimentos en la boca se mezclan con la saliva. Luego son sujetos a un proceso gastrico por un
periodo variable en el cual el pH puede ser muy bajo, este puede cambiar por el volumen,
contenido de comida o presencia o ausencia de antiacidos consumidos por el individuo y
finalmente entran los alimentos al duodeno donde son neutralizados, luego pasan al yeyuno e
ileon. Durante esta fase de la digestion se mezcla con enzimas (amilasas, proteasas y lipasas)
y con surfactantes (sales biliares y fosfolipidos) en el duodeno. Dependiendo del grado de
hidrélisis en la fase gastrica y duodenal, las proteinas de los alimentos son degradadas a
fragmentos mas pequefios, para que puedan atravesar la capa de moco del epitelio. Para ello

son convertidas en moléculas mas pequenas; como aminoacidos, di y tri-péptidos (16).
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En general, lo que le sucede a las proteinas durante el proceso de digestion ha sido
estudiado en sistemas animales in vivo, usando medidas de digestibilidad como el balance de

nitrégeno, o con sistemas in vitro usando proteasas (17).

Las investigaciones en procesos digestivos en humanos supone tomar muestras
principalmente del estémago y duodeno via naso-gastrica/ via-duodenal por aspiracion, al resto
del intestino es muy dificil acceder. Las muestras de este punto final se toman de voluntarios
con ilecestomia o de heces. Los estudios en sistemas animales son una alternativa bastante
buena para reemplazar los estudios en sistemas humanos, especialmente cuando se refiere al
caso de las alergias. Los estudios en humanos se dificultan por consideraciones éticas y
técnicas, especialmente por la cantidad y el nimero de individuos voluntarios que se necesitan.
Por esta razon se ha desarrollado la aplicacién de modelos in vitro que utilizan condiciones que

ocurren en los procesos in vivo.

Los modelos in vitro tienen muchas ventajas: se usan muestras representativas y se
puede utilizar cualquier tiempo, desde el inicio hasta el punto final, se pueden testar matrices
alimentarias o proteinas purificadas, etc. En los modelos in vitro se consideran tres fases: 1)
fase bucal, 2) fase gastrica y 3) fase duodenal. En la fase bucal se trituran los alimentos y se
homogenizan. Las proteinas purificadas tienen un tamafio de particula reducido y la fase bucal
es omitida. Para estudios de hidrélisis de proteinas la accién de las enzimas en la boca no

tiene mucha importancia, pero si en el estbmago y duodeno (16).

Los ensayos de digestion in vitro con pepsina en un principio fueron desarrollados y
utilizados para evaluar el valor nutricional de las proteinas como fuentes de aminoé&cidos
viables (18,19).

Posteriormente los avances de la tecnologia recombinante permitieron usar la pepsina
y otras proteasas para identificar los segmentos de las proteinas que se unen a las IgE (20,
21,22).

Astwood y col., (1996) (23) fueron los primeros en reportar la aplicacion de un ensayo
de digestion in vitro con pepsina para evaluar la digestibilidad de proteinas alimentarias. En ese
estudio se compard la digestibilidad de proteinas alergénicas frente a proteinas no
alergénicas, en SGF (Fluido Gastrico Simulado consistente de 0,085 M NaCl a pH 1,2 con
pepsina segln la US Pharmacopoeia, 1995) (24). Muchos de esos alérgenos fueron estables
durante 60 minutos de digestion o formaron fragmentos estables. Mientras, que las proteinas
no alergénicas fueron digeridas rapidamente, sin formar fragmentos peptidicos estables. En
este estudio se concluy6 que los alérgenos pueden ser mas estables a la digestiéon que las
proteinas que no eran alergénicas, proponiéndose que la digestién puede ser un parametro

eficaz para distinguir alérgenos de proteina no alergénicas (23).

Muchos otros estudios se han llevado a cabo para determinar el potencial alergénico de
las proteinas alimentarias utilizando también ensayos de digestibilidad in vitro con pepsina en

SGF. Estos estudios apoyan que la digestién puede ser utilizada como herramienta clave para
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predecir el potencial alergénico de las proteinas alimentarias (23, 25, 26,27). Muchos estudios
han indicado la relacién entre la estabilidad en SGF y el poder alergénico (28, 29, 30, 31, 32,
33,34).

Sin embargo, otros trabajos proponen que la resistencia a la digestion por pepsina no
puede utilizarse como un método para predecir lel poder alergénico, ya que ciertas proteinas
alergénicas son hidrolizadas con facilidad en SGF (17, 28, 35, 36,37).

También se han realizado estudios sobre la estabilidad a la digestién en SGF de
proteinas transgénicas (proteinas modificadas genéticamente) y su potencial alergénico (35,
36, 37, 38,39). Debido al uso de estas nuevas proteinas alimentarias, se decidi6 evaluar su
potencial alergénico. Asi el primer trabajo fue publicado por el International Food Biotechnology
Council en 1996 (39), donde se utilizaron sistemas informaticos para identificar los sitios de

IgE, se determind la resistencia a la pepsina y por ultimo se realizaron estudios clinicos.

En el afio 2001, la FAO/ WHO recomiendan para los ensayos de seguridad alimentaria
de proteinas modificadas genéticamente usar pH 1,2 — 2 en los ensayos de digestion y
sugiere pH 1,2 como el pH éptimo para las condiciones de la digestién gastrica, proponiendo
ademas una serie de consideraciones a tener en cuenta (40). Aprovechando todas las
evidencias sobre ensayos de digestibilidad de proteinas alimentarias, se tuvieron en cuenta
una gran variedad de factores experimentales que permiten evaluar el potencial alergénico de
nuevas proteinas. Estas recomendaciones fueron establecidas por el Codex Alimentarius
Commission (Fig. 1); Codex, 2003) (40). Cabe destacar que dentro de estas recomendaciones
se encuentran los ensayos in vitro de resistencia a la digestién con pepsina como criterio para
determinar el posible poder alergéncio de las proteinas. También se ha medido la resistencia a
la digestion en SIF (Fluido intestinal Simulado, US Pharmacopoeia, 2000) (41) de proteinas
alergénicas y de proteinas no alergénicas (27).

Por otro lado se han realizado estudios de digestion gastrointestinal. En este tipo de
ensayos se tienen dos fases: una primera donde se digiere con pepsina y seguidamente una
segunda fase donde se utilizan una mezcla de enzimas (tripsina, quimotripsina, colipasa y
lipasa). Estos ensayos permitieron determinar la digestibilidad de ciertos alérgenos y su posible
potencial alergénico después de la digestion (43, 44,45).

La variabilidad en estudios sobre medida de la digestibilidad in vitro de las proteinas en
parte puede deberse a la falta de estandarizacion de los protocolos para ensayos de digestion
de proteinas usando SGF. Estas variaciones pueden ser diferencias en el pH del ensayo, la
pureza de la pepsina, la relacion enzima/sustrato, la pureza de la proteina y su estructura,
diversos métodos de procesado a los que se someten los alimentos (tratamientos térmicos) v,

por ultimo, el método de deteccién (17).

La produccién de pepsina A, la principal clase de pepsina en estébmagos de
vertebrados comienza a producirse a partir del quinto dia postnatal. La pepsina A es la mayor

proteasa en el estbmago de adultos. La diferencia entre adultos e infantes se debe a la acidez
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del estbmago pH 2 y pH 4 respectivamente (46). Dependiendo del sustrato el pH 6ptimo para la

actividad méaxima de la pepsina puede encontrarse entre pH 2 y pH 3.5 (47).

El pH de los ensayos de digestion con pepsina es determinante e influye en la
digestibilidad de ciertas proteinas. A pH 2 muchas proteinas alergénicas presentan resistencia
a la digestion por la pepsina, en algunos casos se forman fragmentos estables que conservan
el potencial alergénico de la proteina nativa (35). La lisozima de clara de huevo presenta
resistencia a la hidrdlisis con pepsina a pH 2. La lisozima es mas facil de digerir con otras

proteasas como la tripsina (17, 48, 49, 50, 51,52).

La relacién enzima/sustrato juega un papel importante en la digestion de las proteinas.
Se han realizado muchos estudios que han utilizado diferentes proporciones de enzima; esta
variabilidad en la cantidad de enzima puede modificar la digestién de algunas proteinas (53).
Algunas proteinas tienen resistencia a la digestién con pepsina aun cuando la relacién de
enzima/sustrato se modifique Fu y col., 2002, reportaron que la B- lactoglobulina B digerida con
pepsina en SGF a pH 1,2 con las siguientes relaciones E/ S, 10: 1, 1: 1 y 1: 10 permanecio

estable hasta los 120 minutos de digestién.
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Evaluacion de alergias
recomendada por el Codex

Proteinas no- Proteinas
alergénicas alergénicas

. * .
* Evaluar las secuencias Evaluar las secuencias
similares a similares a alérgenos

alérgenos * Evaluar in vitro la resistencia a
la pepsina
* Evaluar la unién a IgE

Otras consideraciones
cientificas y tecnoloégicas a

tener en cuenta:
Nivel de exposicién de la proteina

Otros métodos

existentes como:
Anélisis de sueros seleccionados
Modelos animales

Examinar la expresion de nuevas
proteinas por:

Epitopos de células T

Estructuras modificadas asociadas
a alérgenos

Figura 1. Evaluacion de alergias para proteinas alimentarias recomendada por el Codex
2003 (40) (modificada)

Cuando se aborda el tiempo de digestion gastrica de proteinas alimentarias alergénicas

siempre se relaciona con su estabilidad. Para proteinas

Cuando se aborda el tiempo de digestion gastrica de proteinas alimentarias alergénicas
siempre se relaciona con su estabilidad. Para proteinas alimentarias no alergénicas a medida
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gue se aumenta el tiempo de incubacién con la enzima la digestiéon aumenta. Sin embrago, en
el caso de muchas proteinas alimentarias alergénicas se presenta una alta estabilidad después
de 120 minutos como en el caso de la B- lactoglobulina (27). A modo de ejemplo en la Tabla 1,
se pueden ver la estabilidad en SGF de los cuatro alérgenos mas importantes presentes en la
clara de huevo.

Tabla 1. Digestion de alérgenos del huevo en SFG'

Alérgenos Tiempo (min) E/S (p/p)2 pH
Ovomucoide 8 19 1.2
0 13 1.2
0.5 3 2.0
Ovoalbumina 60 19 1.2
5 13 1.2
30-60 3 1.2
30-60 3 2.0
5 2y8 1.2
60 3 2.0
Ovotransferrina 0 19 1.2
0 13 1.2
Lisozima 60 13 1.2

'Modificada de Moreno FJ. (42)

®Relacion enzima/sustrato

Por otro lado, los alimentos sufren una cantidad de procesos ya sea a nivel de
consumo o industrial, los cuales pueden cambiar la estructura de las proteinas y como
consecuencia modificar su caracteristicas funcionales. Por ejemplo, durante la coccién de los
alimentos las proteinas son desnaturalizadas, exponiendo regiones que se encuentran ocultas,
que cambian la superficie de la molécula, su hidrofobicidad, etc. La lisozima de huevo se
desnaturaliza alrededor de 70-752 C, dependiendo del pH y las condiciones de la solucién (54-
55). Ademas es mas sensible al calor cuando esta en la clara que sola en solucién de fosfato
pH 7-9. Cuando la clara se calienta a 63,5° C durante 10 minutos la lisozima se inactiva,

ocurriendo esto en mayor medida cuando el pH es superior a 7 (56).
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Recientemente en el estudio de estructuras de proteinas envueltas en matrices
complejas como la leche se han utilizado técnicas inmunoquimicas para determinar diferencias
en sus estructuras. Las técnicas inmunoquimicas fueron utilizadas para distinguir entre la forma
nativa y desnaturalizada de la a-lactoalbimina (a La) en la leche. El tratamiento térmico como
la ultra alta temperatura (UHT) o esterilizacion, permite que ciertos epitopos desaparezcan
cuando aumenta la temperatura, mientras que nuevos epitopos aparecen gradualmente (57-
58).

La desnaturalizaciéon térmica puede llegar a favorecer la digestion enzimatica de ciertas
proteinas, como la B lactoglobulina que vio favorecida su hidrélisis cuando fue previamente
calentada (59). Ese aumento en la digestibilidad en algunos casos puede llegar a disminuir o
no Isu capacidad alérgenica. Por ejemplo, se ha descrito que el ovomucoide, el mayor de los

alérgenos de la clara de huevo, sigue manteniendo su poder después de ser calentado (60).

Las proteinas alimentarias se encuentran envueltas en matrices muy complejas.
Ademas durante el cocinado interactian con otros compuestos en los alimentos Por ejemplo,
en el huevo se encuentra un elevado porcentaje de lipidos que pueden interactuar con las
proteinas presentes. En el huevo se encuentra la fosfatidilcolina un fosfolipido de mucha
importancia para el desarrollo normal de muchas células y regiones cerebrales (60). Por ello,
se han llevado a cabo estudios para determinar la influencia en la digestibilidad y poder
alergénico de las proteinas tratadas con fosfolipidos. Moreno y col., (2005a) realizaron un
ensayo de digestibilidad de la a-lactoalbumina con fosfatidilcolina y concluyeron que la

digestibilidad gastrica in vitro con pepsina del complejo se ve protegida.

Conclusion

Una caracteristica importante de un alérgeno es su capacidad de mantener cierta parte
de su estructura a través del tracto digestivo. Por esta razén, es importante saber qué le ocurre
a las proteinas alergénicas durante el proceso de la digestion. En principio se propuso la
resistencia a la digestion con pepsina en SIF (Fluido Gastrico Simulado) como método para
predecir el poder alergénico de proteinas alimentarias pero se sabe que ciertas proteinas
alergénicas se digieren con facilidad en este medio. A pesar de esta contradiccion este método
sigue siendo aceptado como herramienta para predecir la capacidad alergénica de proteinas
normales y transgénicas. Este método es sencillo y resulta facil de estandarizar sus

condiciones, es econdémico y reproducible.
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Resumen

La Curcuma longa L. es una planta que se encuentra en estado silvestre en las zonas
montanosas de las regiones oriental y occidental de Cuba, cuyos rizomas son ricos en aceite
esencial. El propésito de este trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial
extraido de los rizomas de Curcuma longa L. Se probaron diversos métodos para la extraccién
del aceite esencial de los rizomas de la planta, siendo la hidrodestilacion el mas eficiente. El
aceite obtenido fue evaluado frente Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis, mostrando actividad antibacteriana frente a las cuatro
especies estudiadas, siendo mas promisoria su accion frente a Staphylococcus aureus y

Bacillus subtilis con CBM de 32 y 8 respectivamente.

Palabras clave: Curcuma longa L., hidrodestilacion, actividad antibacteriana

Study of antibacterial activity of essential oil from rhizomes of Curcuma
longa L.

Abstract

Curcuma longa L. is a plant that is found in wild state in the mountainous areas of eastern and
western regions of Cuba whose rhizomes are rich in essential oil. The purpose of this work is to
evaluate the antimicrobial activity of the essential oil present in the rhizomes of Curcuma longa
L. Diverse methods were tested for the extraction of the essential oil of the plant rhizomes .The
hidrodestilacién was the most efficient. The obtained oil was evaluated in front of Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis, showing
antibacterial activity against four species, being more effective against Staphylococcus aureus

and Bacillus subtilis with CBM of 32 and 8 respectively.

Key words: Curcuma longa L., hydrodistillation, antibacterial activity
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Introduccion

La Curcuma longa L. es una planta que se encuentra en estado silvestre en las zonas
montanosas de las regiones oriental y occidental de Cuba y aparece ademas ocasionalmente
en las parcelas de algunos campesinos (1). A la misma se le atribuyen propiedades
antioxidantes (2), hepatoprotectoras (3), anticancerigenas (4) y quimioprotectoras (5). En los
rizomas de la planta se encuentra un aceite esencial en un 2,44 % (6), constituido por una
mezcla de terpenos y turmerona como componentes mayoritarios, 1o que le confiere potencial

actividad antimicrobiana (7, 8).

Datos farmacoepidemiol6gicos recientes (9), sugieren que la efectividad de los agentes
antimicrobianos disponibles en los servicios de salud ha disminuido, incluso, en varios circulos
cientificos y académicos se senala la preocupacién por el advenimiento de la denominada “era
postantibiética”, ademéas de la pérdida gradual de las habilidades organicas para detectar,
contener y prevenir enfermedades emergentes. A esta situacion se suma el incremento de
infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos, lo que ha dado lugar a la
necesidad de terapias mas efectivas para combatir estos agentes patégenos, otrora benignos
(10).

Teniendo en cuenta la necesidad de encontrar nuevos agentes antibacterianos y la
posibilidad de emplear el aceite esencial de Curcuma longa L. como bactericida natural, en este
trabajo se planteé como objetivo: evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial extraido

de los rizomas de Curcuma longa L.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion de la planta se herborizd6 un ejemplar representativo que fue
depositado en el Departamento de Ingenieria Forestal de la Facultad de Ciencias Agricolas de
la Universidad de Granma, Cuba, con la identificacién UDG H 012. La biomasa se recolect6 de
forma aleatoria en canteros pertenecientes al centro de estudio de Biotecnologia vegetal de la
Universidad de Grama, Cuba, a las 9:00 a.m. del 6 de marzo de 2013, a una temperatura de 24
°C y fue clasificada con el objetivo de eliminar la parte del material que no reunia las
condiciones 6ptimas para el estudio. Los rizomas de Curcuma longa L. frescos y previamente
tratados con hipoclorito de sodio (1 %) fueron cortados y triturados. 240 g de masa vegetal
preparada, fueron sometidos a hidrodestilacién en un aparato constituido por una balén con
calentamiento y condensador acoplado, en el balon con calentamiento se coloc6 la masa
vegetal y 500 mL de agua destilada. El aceite esencial fue recogido en otro balén (recipiente
colector) en el que se anadieron 100 mL de diclorometano. La mezcla de aceite, diclorometano
y agua colectada fue separada en un embudo, la fase organica se secd con sulfato de sodio
anhidro, después de filtrar. El diclorometano fue separado del aceite por evaporacién al vacio, a
una temperatura de 40 °c y presion de 5 mbar (500 Pa) durante 30 min, lo que garantizé la total

eliminacién del disolvente. La pureza del aceite fue determinada por cromatografia de capa fina
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en cromatofolios (Al) de gel de silice 60 F 254 con espesor de capa 0,2 mm (Merck). La

visualizacion de las placas se efectu6 en lamparas de UV ( Typ NU-8KI, I: 254 nm).

El aceite extraido fue evaluado frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 57853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus
subtilis (ATCC 6633). Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se empleé el método de
difusién en agar por diseminacién superficial en disco (Bauer-Kirby) para bacterias y el método
de diluciones seriadas dobles en caldo. Se emplearon discos de antibidticos comerciales
(Sensi-Disc™, Francia), ampicilina 30ug/ml. Se prepararon soluciones stock a una
concentracion final de 6 pg/uL y se aplicaron 5 pL en discos de papel de filtro de 6 mm de
diametro. La concentracién final de los compuestos quimicos en los discos fue de 30 pg/disco.
Como control negativo se emplearon discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro cargados
con 5 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), que fue el solvente empleado en la preparacion de las

soluciones a evaluar.

Se determind la concentracién inhibitoria minima (CIM) a los compuestos que
mostraron actividad antimicrobiana por el método de Bauer-Kirby al inhibir el crecimiento de
alguna de las bacterias evaluadas. Las disoluciones de los compuestos se prepararon a una
concentracién dos veces mayor que la maxima concentracion a definir en el momento del
ensayo. Se prepararon soluciones stock de 2048 pug/mL en DMSO. Se depositaron 100 uL de
medio de cultivo caldo Mueller-Hinton (Biolife, ltalia) (pH 7,3 = 0,2) para bacterias en los 96
pocillos de las placas (Falcon, EEUU). De cada solucién stock se afiadieron 100 pL en los tres
primeros pocillos (tres réplicas) y se mezclaron vigorosamente mediante pipeteo. Se tomaron
100 pL de esta mezcla y se pas6 a la segunda fila de tres pocillos repitiéndose el procedimiento
hasta llegar al antependltimo trio de pocillos. De esta forma, en los primeros pocillos se
encuentra la mayor concentracién del antimicrobiano, la que va disminuyendo al doble en el
resto de los pocillos. La minima concentracion inhibitoria se define como la minima

concentracién que inhibe completamente (a simple vista) el crecimiento del microorganismo
(11).

Para la determinacion de la concentracién bactericida minima CBM se tomaron con una
micropipeta 100 uL de cada tubo de las concentraciones de ensayo donde no se observd
crecimiento visible y se afiadieron en la superficie de tres placas con medio agar Mueller-Hinton
(Biolife, ltalia) (pH 7,3 £ 0,2) sembradas con los correspondientes cultivos bacterianos. Para lo
cual el inoculo se distribuyd con espatulas de Drigalsky sobre la superficie del agar. Después
de un reposo de 15-30 min las placas se incubaron a 37,0 = 0,5 °C por un periodo de 16-18 h,
en una incubadora (Sartorius, China). Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié al
conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) utilizando un contador de colonias. La
Concentracion Letal Minima (CLM) fue definida como la menor concentracién de la sustancia
de ensayo que mata el 99,9 % del inéculo inicial. Un conteo de viables < 10 UFC fue indicativo

de un efecto bactericida (11).
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RESULTADOS

La hidrodestilacion al ser un método mas drastico, permite el calentamiento directo de
la masa vegetal en medio acuoso, con la posterior separacién de los componentes volatiles que
son trasladados por el vapor de agua y recogidos en un disolvente apropiado (diclorometano),
lo que garantiza una alta eficiencia. El secado del aceite con sulfato de sodio anhidro y su
posterior evaporacién al vacio permitieron eliminar el agua y el disolvente lo que condujo a la

obtencion de un aceite con comprobada pureza cromatogréfica (Figura 1).

Figura 1. Cromatografia de capa fina del acetite esencial en tolueno-acetato de etilo (5:1).

Mediante hidrodestilacién se realizaron cinco extracciones del aceite esencial a partir
240 g de los rizomas de Curcuma longa L. (Tabla 1), obteniéndose 2,70 g de un liquido

amarillo palido para un 1,09 % de rendimiento.

Tabla 1. Resultados de las extracciones mediante hidrodestilacion.

Extracciones Masa vegetal(g) Tiempo(h) | Masa de Aceite (g) Rdto (%)
1 246 3 2,80 1,1383
2 246 3 2,60 1,0569
3 246 3 2,75 1,1178
4 246 3 2,65 1,0772
5 246 3 2,70 1,0975
X 246 3 2,70 1,0975

X Media; Rdto: Rendimiento
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Se realizé un estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial obtenido frente a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (Tabla 2),

observandose actividad antibacteriana en todos los casos.

Tabla 2. Resultados de la pruebas bioldgicas.

Compuesto Escherichia coli | Pseudomonas Staphylococcus Bacillus subtilis
(ug/mL) aeruginosa aureus

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM | CBM
Curcumina >128 >128 128 >128 64 112 68 124
A.Esencial 128 128 32 64 8 32 4 8
DMSO - - - - - - - -
Ampicilina 12,5 16,7 8,,3 11,13 1,56 3,52 1,56 | 2,23

CIM: concentracién inhibitoria minima; CBM: concentracion bactericida minima.

DISCUSION

Mediante arrastre con vapor no fue posible extraer el aceite esencial de los rizomas de
Curcuma longa L., lo que se explica debido a la alta temperatura de ebullicién del mismo, que le
confiere el alto contenido de turmerona (Asghari et al., 2009). Sin embargo la hidrodestilacion
permitié una extraccion efectiva y reproducible como lo demostrd | comportamiento similar en

las cinco extracciones realizadas mostradas en la Tabla 1.

El aceite esencial obtenido mostré actividad antibacteriana frente a las cuatro cepas

estudiadas, resultando mas potente que la curcumina.

El empleo de ampicilina como control positivo responde a que este antibidtico es
considerado como uno de los farmacos automedicados por la poblacién cubana, por otra parte
la solubilidad del ampicilina en agua permite preparar las diferentes diluciones en un solvente

inocuo que no interfiere con los resultados.

La mayor actividad del aceite se observd frente a Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis con CBM de 32 y 8 respectivamente (Tabla 2). Este resultado puede explicarse debido a
su alto contenido de monoterpenos y turmerona (12). Resulta interesante la actividad
bactericida mostrada por el aceite esencial frente a bacterias Gram-positivas lo que puede
constituir un punto de partida en la busqueda de nuevos antibiéticos naturales, efectivos contra

bacterias Gram-positivas.
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Los resultados alcanzados son muy tentativos, por cuanto sugieren que es posible
emplear este aceite esencial para el tratamiento de enfermedades causadas por cepas de
Staphylococcus aureus patogenas. Bacillus subtilis no constituye una bacteria de interés
patogénico, sin embargo, en esta investigacién fue empleada como modelo bioldgico de
referencia para los gérmenes Gram-positivos en general; ya que en ocasiones esta bacteria se
considera modelo como lo es Escherichia coli para el caso de las bacterias Gram-negativas
(13).

CONCLUSIONES

El aceite esencial contenido en los rizomas de Curcuma longa L. puede ser extraido
eficientemente mediante hidrodestilacién sin necesidad de secar previamente la masa vegetal.
El aceite esencial de rizomas de Curcuma longa L. mostré actividad antibacteriana in vitro
frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
siendo mas promisorio frente a Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis, con CBM de 32 y 8

respectivamente.
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