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Tabla. Modelos de glicopeptidolipidos disenados para las cepas de M. habana y niomero

tlcera de Buruli, puesto que se tienen evidencias de
de cepas agrupadas en cada uno de los modelos propuestos.

que protege contra estas enfermedades.

Mas tarde (1996). se reporta la presencia de tres frac- Glicopeptidolipidos ! U i v Numero de cepas
ciones de glicopeptidolipidos apolares involucrados en M:‘ + - + + 19
la respuesta protectora, estudio que se realizé solamente Mh2 + + + + 3
’ - s “ Mh3 - + + + 8
con la cepa de referencia TMC 5135 de M. habana. Mha X 3

Porlo CXPUCS‘O anteriormente, en este [mbajo serea- Mh1: Modelo habana 1, Mh2: Modelo habana 2, Mh3: Modelo habana 3, Mh4: Modelo habana 4

lizé un estudio quimiotaxonémico con las 33 cepas de M.
habana y la-cepa de referencia M. habana TMC 5135
(pertenecientes a la coleccion de laboratorio de los auto-
res. tnica emel mundo) y dos serotipos de M. simiae, con
el objetivo de conocer la composicion de diferentes mo-
léculas importantes en la caracterizacién de especies
micobacterianas (especialmente las fracciones de
glicopeptidolipidos [GPL]) y comprobar si las 33 cepas
de la coleccion mantenian el patrén reportado con ante-
rioridad para tres glicopeptidolipidos apolares.

Materiales y Métodos

Se analizaron y compararon diferentes componentes
lipidicos de 34 cepas de M. habana pertenecientes a la
coleccidn, con los de dos cepas de M. simiae

Para este estudio se utilizaron las siguientes técni-
cas: cromatografia en capa delgada unidimensional y
bidimensional, cromatografia en capa delgada de alta
resolucidn, cromatografia de gases, cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, cromato-
grafia de gases acoplada a masas con bombardeo elec-
trénico y cromatografia liquida de alta resolucion.

Los componentes estudiados fueron: ésteres metilicos
de dcidos grasos, alcoholes, patrones de dcidos micdlicos,
glicolipidos y GPL presentes en dichas especies. Sobre
la base de los resultados obtenidos, se establecié una
comparacién cualitativa en busca de posibles diferencias
y semejanzas entre las especies estudiadas.

Resultados

Los patrones cromatogrificos de ésteres metilicos
de acidos grasos, dcidos micdlicos y glicolipidos en

II': nuevo glicopeptidolipido encontrado.

las dos especies fueron iguales. En estas cepas no
se encontro la presencia de alcoholes y los produc-
tos de pirdlisis fueron hasta el carbono C26. Sin
embargo, en el estudio de GPL micobacterianos de
las cepas de M. habana de la coleccidn, se encontra-
ron resultados no reportados previamente. Al ana-
lizar y comparar los patrones cromatograficos de
las fracciones de GPL de las diferentes cepas de M.
habana y M. simiae, se encontraron diferencias sig-
nificativas, lo que permitié disefiar para M. habana
cuatro modelos o patrones segin la composicién de
GPL presentes no reportados hasta el momento.
Ademas, se describi6 la presencia de un nuevo gli-
copeptidolipido. Esto constituye un hallazgo cien-
tifico importante para esta especie micobacteriana
cubana seleccionada como posible cepa vacunal y, a
la vez, estos resultados podran ser utilizados para
elaborar nuevas estrategias para la seleccién de la
cepa vacunal. Los GPL micobacterianos pueden ser
utilizadas como control en la elaboracién del futuro
inmundgeno.
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Introduccion

Durante el periodo 1994-1997 se desarrollo el progra-
ma de investigaciones “SECUBA™, con la colabora-
cién de equipos de investigadores cubanos y france-
ses. Este programa fue propuesto en el Taller
Internacional sobre Neuropatia Epidémica (NE), cele-
brado en julio de 1994, para dar continuidad a las
investigaciones sobre la hipétesis téxico-nutricional
como causa de esta enfermedad.

El objetivo de este programa fue estudiar los dife-
rentes factores de riesgo toxico-nutricionales asocia-
dos con la NE y su posibles variaciones estacionales
en el transcurso de un afio.
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Universidad “J. Fourier”, Grenoble, Francia.

Materiales y Métodos

La poblacion estudiada incluyé voluntarios masculi-
nos sanos con edades entre 30 y 50 afios: 100 fumado-
res y 100 no fumadores del municipio La Lisa, Ciudad
de La Habana; 68 fumadores residentes en el munici-
pio Caimanera, Guantdnamo (municipio no afectado
por la epidemia); y 51 enfermos de NE de la provincia
Pinar del Rio. Todos fueron sometidos previamente a
examen clinico para descartar la presencia clinica o
subclinica de NE en los sanos y para confirmar el
diagndstico de NE en los enfermos.

Se realizaron encuestas de salud, habitos de vida
(habitos téxicos como el tabaquismo o exposicion a
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toéxicos ambientales, entre otros) y habitos nutri-
cionales (durante una semana). De igual forma, se
tomaron muestras de sangre y orina para el analisis
de 50 marcadores bioldgicos (de estrés oxidativo,
metabolismo proteico y energético, minerales y oli-
goelementos, vitaminas y otros parametros). Los
aportes de los alimentos y la cobertura de necesida-
des nutricionales fueron analizados mediante la base
de datos NUTRISIS segtin los requerimientos de la
poblacion cubana.

Con la informacién obtenida se confeccioné una base
de datos y un programa en Access (version 2.0) deno-
minado EPIBASE. Los andlisis estadisticos se efec-
tuaron paralelamente por los grupos de trabajo cubano
y francés segin la estrategia establecida, con la ayuda
de los programas estadisticos SAS (versién 6.11) en
Unix y NCSS (versién 6.0). Se realizaron andlisis
univariados+y multivariados (regresion logistica) para
todas las variables y grupos de estudios.

Resultados y Discusion

Los resultados principales de las investigaciones del
Programa SECUBA sefialan un incremento del estrés
oxidativo en la poblacion estudiada, expresado por
valores elevados en los indices de peroxidacion lipidica
(TBARS), un estado deficitario de vitamina B, y baja
disponibilidad de carotenos, fundamentalmente de o
y B-caroteno. Estos indicadores variaron en los cuatro
periodos del estudio, de los cuales el segundo resulté
el menos desfavorable (julio/95), con valores mds
bajos de TBARS, mayor ingestién de carotenos y va-
lores séricos mas altos de B-caroteno. Por el contra-
rio, los niveles mas criticos fueron encontrados en el
tercero (octubre/95), con valores significativamente
mds altos de TBARS, bajos en la ingestién de
carotenos y bajos de B-caroteno sérico, en compara-
c¢ién con el segundo. Otros factores presentes son el
déficit de energia (por aporte insuficiente de grasas) y
un fondo de carencia y subcarencia de vitaminas E, By,
B2, y dcidos grasos y calcio.

Se comprobo que el habito de fumar agudiza el dé-
ficit de carotenos y vitamina B, sin diferencias signi-
ficativas en estos aportes por la alimentacién entre
fumadores y no fumadores.

Los enfermos de NE, en relacién con los volunta-
rios de La Lisa, se caracterizaron por una menor
defensa antioxidante asociada a niveles mas bajos
de a-caroteno, glutatién-peroxidasa y albimina, y
una mayor disfuncion del metabolismo energético,
con niveles mds elevados de 3-hidroxibutirato. Esta
condicién fue desarrollada por un mayor desequili-
brio nutricional correspondiente a un menor aporte
dietético.

Los factores de proteccion contra NE, al comparar
los voluntarios de Caimanera con los de la Lisa, se
relacionan con una mejor defensa antioxidante dada
por mayores niveles séricos de B-caroteno y selenio,
mejor estatus de vitamina B> y mejor funcionamiento
del metabolismo energético, expresado por niveles sig-
nificativamente mas bajos de 3-hidroxibutirato, y des-
de el punto de vista nutricional por un mayor aporte
de grasas, proteinas, calcio y vitamina B,.

En resumen, en este estudio se pudo comprobar un
desbalance entre los factores antioxidantes y
prooxidantes en detrimento de los primeros, como
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consecuencia de un desequilibrio nutricional que se
agudiza en el caso de los enfermos de NE. Esto dio
lugar a un incremento del estrés oxidativo por una
deficiente defensa antioxidante. EI consumo inadecua-
do de nutrientes antioxidantes por los malos habitos
dietéticos, asociado a desequilibrios en el aporte de
otros, tiene el mayor peso en este desbalance y se
caracteriza por una variacién estacional.

El programa SECUBA permiti6 poner en evidencia
la presencia de un riesgo general por incremento del
estrés oxidativo en las poblaciones estudiadas tanto
sanas como afectadas por NE, y la importancia de
adecuados aportes y niveles bioldgicos, entre otros,
de nutrientes antioxidantes como protectores contra
la NE de los efectos del estrés oxidativo.

Los resultados del programa SECUBA demuestran
la participacién del estrés oxidativo y del déficit de
antioxidantes en la patogenia de la NE, lo que se co-
rresponde con los mecanismos fisiopatoldgicos y los
cambios morfolégicos caracteristicos de las neuropa-
tfas téxico-metabdlicas o por déficit nutricional. Todo
lo anterior permite considerar a la neuropatia epidé-
mica como una enfermedad multifactorial desencade-
nada por factores toxico-nutricionales y vinculada al
estrés oxidativo.

El programa SECUBA aporta un sistema validado
para la vigilancia y control del balance antioxidantes-
prooxidantes (estrés oxidativo) sobre poblaciones. Para
esto dispone de un conjunto de marcadores bioldgicos
integrados a un protocolo de informacién sobre salud,
habitos de vida y alimentacion. Se desarrollé un pro-
grama automatizado (EPIBASE) que permite la
estandarizacién de los diferentes estudios que se efec-
tien en este sentido, lo que constituye una herramienta
de valor para abordar esta tematica.

Por otra parte, estos resultados permiten alertar so-
bre el posible incremento de enfermedades cronicas
vinculadas al estrés oxidativo y al déficit de antioxidan-
tes, y permiten desarrollar medidas de prevencion vin-
culadas a un mayor consumo de alimentos ricos en
nutrientes antioxidantes, lo que incidiria en la mejoria
del cuadro de salud y en la calidad de vida de nuestra
poblacién.
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Introduccién

La cafia de azicar (Saccharum officinarum L.) es uno
de los cultivos mds extendidos en las regiones tropica-
les y subtropicales. La industria azucarera y la obten-
cién de productos quimicos como el furfural, dextranas
y alcohol, dependen de las zafras. Ademas, los
subproductos del proceso de produccién de azicar
representan una valiosa fuente para la alimentacién
animal. La ingenieria genética ha permitido obtener
variedades de este cultivar con caracteristicas no pre-
sentes en su fondo genético. Mediante electropora-
cién de células intactas y biolistica, se han obtenido
plantas transgénicas de cafa de azicar resistentes al
ataque del bérer (Diatraea saccharalis) [1] y al herbi-
cida BASTA® [2], respectivamente.

Las metodologias de transformacion que utilizan
Agrobacterium tumefaciens para transferir ADN a las
células vegetales, ofrecen la ventaja de transferir genes
al genoma vegetal en forma limitada, con reproducibili-
dad y sin necesidad de utilizar equipos costosos. En
este trabajo se desarrollé una metodologfa para intro-
ducir, de manera estable, genes fordneos en células de
cana de azicar medtante la utilizacién de A. tumefaciens.
Como explantes se utilizaron meristemos y callos de
la variedad comercial Ja60-5, tratados previamente con
una mezcla de compuestos antioxidantes. Este trata-
miento disminuy6 la muerte celular. lo que mejoré la
competencia del tejido vegetal y, de este modo, la fre-
cuencia de transformacién genética.

Procedimientos y Resultados

Construccion del vector binario pGT GUSBAR

Para el establecimiento de las condiciones de transfor-
macidn se utilizé la cepa At 2260 transformada con el
plasmido pGT GUSBAR, que porta los genes repor-
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teros uidA (codifica la B-glucuronidasa [GUS] de E.
coli) y bar (que codifica la fosfinotricina-acetiltrans-
ferasa), bajo sefiales apropiadas para la regulacion de
la transcripcién en plantas monocotiledéneas [3].

Evaluacién del efecto de los compuestos
antioxidantes sobre la necrogénesis
de los explantes y callos de cana de azucar

Para obtener explantes de cana de aziicar con indices de
necrogénesis bajos en la superficie de las zonas de corte,
y con una elevada competencia para ser transformados
por At, se evaluaron tres compuestos antioxidantes: el
acido ascdrbico, la cisteina y el nitrato de plata, durante
el estadio de precocultivation (Tabla 1). Se tomé como
criterio de viabilidad celular la fraccién meristematica que
permanecid sin tefiir frente al reactivo Evans Blue. Cada
compuesto se probd en dos concentraciones diferentes
de manera individual en medio liquido P+5 [4]. En todos
los casos se observé una disminucidn en la necrogénesis
del explante después de 60 h de incubacién (Tabla 1).

A pesar de que la hipersensibilidad del explante dis-
minuy6 en cada tratamiento, los mejores resultados se
obtuvieron cuando se utilizé la mezcla de estos com-
puestos. En este caso, la necrosis en el meristemo fue
inhibida hasta en 90%. Este resultado evidencia la posi-
bilidad de sinergismo entre los antioxidantes para dismi-
nuir la respuesta de hipersensibilidad en la célula vegetal.

El efecto de los antioxidantes sobre la formacién de
los callos fue estudiada utilizando explantes meristema-
ticos. Los tratamientos AAS1, CIS1, Agl y AO permi-
tieron la formacién de callos amarillentos y friables con
alta capacidad de regeneracion, similares a los obtenidos
con los explantes sin tratar (Tabla ). Cuando se utiliza-
ron altas concentraciones de los compuestos antioxidan-
tes, los callos generados resultaron opacos y blandos
(tipo III) con una baja capacidad de regeneracion.
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