https://doi.org/10.47993/gmb.v45i1.323

M) Check for updates

Actividad Antioxidante, Antibacteriana y Citostatica de Extractos

de Curcuma (Curcuma Longa)

Antioxidant, antibacterial and cytostatic activity of extracts of Turmeric (Curcuma longa)

Liz Adriana Omonte Rodriguez*, Zulema Bustamante Garcia®®

Resumen

Parte de la Industria Farmacéutica se desarrolla sobre la base de nuevas plantas descubiertas por los pueblos indigenas, la Circuma,
lo utilizaban de manera tradicional para el tratamiento de afecciones cutdneas, hepaticas, digestivas, cancerigenas, infecciones
parasitarias, virales, bacterianas, entre otras. Objetivos: evaluar la actividad antioxidante, antibacteriana, tdxica, citostatica y determinar
la composicién fitoquimica de extractos de Curcuma longa cultivada en el sector de Cristal Mayu del Chapare. Métodos: se prepararon
dos extractos etandlicos 70% y 96%, se cuantificé los polifenoles por el método de Folin-ciocalteu, se evalu6 la actividad antioxidante
con el reactivo DPPH, se evalu6 la actividad antibacteriana con dos bacterias gram negativas (E. coli y K. pneumoniae) y una bacteria
gram positiva (S. aureus), se determind la toxicidad sobre la Artemia salina y la actividad citostatica mediante el ensayo de inhibicion
del crecimiento de la raiz de lechuga. Se cuantificé el total de curcuminoides. Resultados: el extracto al 96% presenta mayor cantidad
de fenoles totales y posee actividad antioxidante. Solo el extracto al 96% presenta actividad antibacteriana frente a S. aureus, E. coli,
K. pneumopniae. Por otro lado, la Circuma presenta toxicidad frente a la Artemia salina, inhibe el crecimiento de la raiz de lechuga y
posee un 5% de curcuminoides totales. Conclusiones: la caracterizacion de los compuestos confirma su composicion como polifenoles,
lo cual se relaciona a la actividad bioldgica de éstos, encontrandose que la Circuma posee actividades antioxidantes, antibacterianas,
citotdxicas y su importancia en el drea de la salud como una alternativa para el tratamiento de muchas enfermedades.
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Abstract

Part of the pharmaceutical industry is developed on the basis of new plants discovered by indigenous peoples, turmeric, used in a
traditional way for the treatment of skin, liver, digestive, carcinogenic, parasitic, viral, bacterial infections, among others. Objective:
to evaluate the antioxidant, antibacterial, toxic and cytostatic activity and to determine the phytochemistry of the turmeric (Curcuma
longa) extract, grown in the Cristal Mayu area of Chapare. Methods: two ethanolic extracts 70% and 96% were prepared, polyphenols
were quantified by Folin-ciocalteu method, antioxidant activity was evaluated with DPPH reagent, antibacterial activity was evaluated
with two gram negative bacteria (E. coli and K. pneumoniae) and one gram positive bacteria (S. aureus), toxicity on Artemia salina and
cytostatic activity was determined by lettuce root growth inhibition assay. Total curcuminoids were quantified. Results: the 96% extract
has a higher amount of total phenols and antioxidant activity. Only the 96% extract showed antibacterial activity against S. aureus, E.
coli, K. pneumopniae. On the other hand, turmeric has toxicity against Artemia salina, inhibits the growth of lettuce root and has 5% of
total curcuminoids. Conclusions: characterization of the compounds confirms their composition as polyphenols, which relates to their
biological activity, showing that Turmeric has antioxidant, antibacterial and cytotoxic activity, as well as its importance in the healthcare
field as an alternative treatment for various diseases.
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Las plantas naturales son fundamentales en la creacién de
nuevos farmacos y en el hallazgo de terapias medicinales,
dado que, poseen propiedades bioldgicas debido a sus
principios activos y compuestos fitoquimicos'.

La Cuarcuma (Curcuma longa) también conocida como
tumeric, es una planta herbacea, presenta el rizoma con
un cuerpo principal “bulbo o curcuma redonda’, de la
cual salen varios rizomas secundarios denominados
dedos. Se cultiva en la India y en otros paises asiaticos,
conocida por sus propiedades terapéuticas en la medicina
tradicional®’. La Curcuma presenta en su composicion
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un conjunto de compuestos fenodlicos (curcuminoides)
contenidos en el rizoma, siendo la curcumina el principal
compuesto fendlico mas estudiado®. La curcumina junto
con los otros dos curcuminoides (demetoxicurcumina,
bisdemetoxicurcumina) constituyen el complejo azafran
indio®, el cudl es una sustancia de bajo peso molecular
(369,37 g/mol), con punto de fusién 183°C, de color amarillo
en medio acido (pH: 2,5-7) y rojo en medio basico (pH: >
7), soluble en solventes organicos dimetilsulféxido, etanol,
metanol, hexano y acetona. Los compuestos fendlicos de la
Curcuma representan un interés cientifico como potenciales
agentes terapéuticos. Se han reportado estudios in vivo e in vitro
de la Clrcuma y de su principal componente, la curcumina,
que demuestran efectividad frente a diversas patologias’.
Estudios recientes revelan multiples beneficios para la salud y
la capacidad de actuar frente a enfermedades cardiovasculares,
neurovegetativas, metabolicas, articulares, también posee
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efecto contra infecciones bacterianas, infecciones virales,
anemia, diabetes, artritis, SIDA, propiedades cicatrizantes,
antiulceroso, protector digestivo, antiinflamatorio, inhibe a
las células cancerigenas, entre otras®’.

Presenta efectos antiinflamatorios debido a la inhibicién
de la fosfolipasa 2, la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa'.
Investigaciones revelan efecto en el estrés oxidativo similar a
la Vitamina E y previene la peroxidacion lipidica’®, detiene la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)". Sus
extractos tienen propiedades antibacterianas, antioxidantes,
antifungicas, antiparasitarias y tiene la capacidad de inhibir
la integrasa del VIH", la curcumina inhibe el proteosoma
de las células cancerigenas del colon®, afecta la replicacion
de virus como Coxsackie, Herpes, Epstein-Bar'’. En 2020 se
estudiaron los efectos contra el Covid 19. Los componentes
quimicos de la Curcuma (ciclocurcumina, curcumina) se unen
significativamente al sitio activo de la proteosoma principal de
SARS CoV-2". Es evidente que a nivel mundial se necesitan
estudios de plantas de culturas indigenas, asumiendo que en
Bolivia existe escaso conocimiento acerca de las propiedades
de la Ctrcuma y su composicién es diferente a la de otros
paises, dandole valor como objeto de estudio en futuras
investigaciones con relaciéon a sus beneficios medicinales
para ser utilizado en la Industria Farmacéutica. Con esta
informacion este estudio tiene como objetivo evaluar la
actividad antioxidante, antibacteriana, toéxica, citostatica
y determinar la composicion fitoquimica de extractos de
Curcuma longa cultivada en el sector de Cristal Mayu del
Chapare, a través de pruebas bioldgicas y andlisis fitoquimico.

Material y métodos

El estudio fue analitico experimental, ya que esta dirigido
al andlisis de las cualidades y la determinaciéon de las
caracteristicas mediante la aplicacion de diferentes pruebas.
Los rizomas de Curcuma se recolectaron en el sector de
Cristal Mayu, que se encuentra ubicada en la provincia del
Chapare al norte del departamento de Cochabamba-Bolivia,
el cudl es una zona lluviosa, con un clima tropical. En la
recoleccion de los rizomas de Clrcuma se considerd que los
mismos no sean de otras dreas geograficas, no presenten dafio
alguno, sean de tamafo considerable y esten frescos. Los
rizomas de Ctrcuma se deisnfectaron con DG6, luego fueron
cortados en rodajas de 3-4 mm de espesor aproximadamente
y se llevé a un secador con flujo forzado a una temperatura
de 45°C. Las rodajas de Clrcuma secas se pulverizaron y se
prepararon dos extractos etandlicos 70% y 96%. Se realizé un
screening fitoquimico por pruebas quimicas para determinar
la presencia o ausencia de metabolitos secundarios como
taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides.

Evaluacion in vitro de las Actividades Bioldgicas
La cuantificacién de fenoles totales se realizd por el
método de Folin-Ciocalteu, se prepararon soluciones de

diferentes concentraciones del patrén (Acido galico) de
concentracion inicial 500 ul/dl y una disolucién de carbonato
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de sodio al 7,5%. Se midié la absorbancia a 765 nm*. Con
los datos se realiz una curva que relacione la absorbancia
con ug/ml de acido galico. El calculo de los fenoles totales se
efectué mediante la ecuaciéon generada por regresion lineal
de la curva de calibracion. La Actividad antioxidante por el
método de DPPH, la solucién madre del reactivo fue de ImM,
se utilizé un patrén de referencia (Vitamina C) 1 000 ug/ml, se
midi6 la absorbancia a 517 nm*".

Losresultados delaactividad antioxidante por el método del

Célculo del porcentaje de inhibicion del radical del DPPH

% de inhibicion = Ac - Am x 100

Ac

Donde: Ac = la absorbancia del Blanco

Am = la absorbancia de la muestra

DPPH, pueden expresarse como coeficiente de inhibicion IC, |
(% de captacion y mg Equivalentes a vitamina C).

La evaluacion de la actividad antibacteriana fue por el
método de difusién en agar'®?, empleando tres bacterias:
Escherichia coli, CEPA ATCC 25922, Staphylococcus aureus
CEPA ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae CEPA ATCC
700603.

A partir de los extractos, se prepararon diluciones de
24 000, 12 000, 6 000 ug/ml. Los indculos bacterianos se
prepararon a una concentraciéon de 1x10® microorganismos
por ml (tomando como referencia la escala de Mac Farland).

En la Evaluacién de la Toxicidad sobre la Artemia salina se
prepard una solucion de sal marina al 3,8%. De los extractos
se prepararon diluciones de 1 000, 100 y 10ug/ml; como
control negativo se utilizé agua de mar mas DMSO*. Con el
resultado del conteo de Artemias se procedi6 a determinar la
dosis Letal Media (DL, ), llevando los datos a un programa
estadistico computarizado “Probit” para clasificar la toxicidad
de la Carcuma.

En la prueba de la Evaluaciéon Citostatica, mediante
la Inhibiciéon de la elongacion de semillas de lechuga, se inicid
con una pre-germinacién de las semillas de lechuga a una
temperatura de 20-25°C en presencia de luz natural o artificial.
Se prepar6 diluciones de los extractos 1 000, 100, 10 ug/ml,
como control negativo se empled agua estéril mas DMSO.
Posteriormente las semillas pre-germinadas, se pusieron en
una cantidad de 10 unidades sobre el papel filtro contenidos
en cajas Petri, que poseen las diluciones de los extractos, se
incubaron a temperatura de 20-25°C en presencia de luz
natural por 96 horas. Pasado ese tiempo se midi6 la longitud
de las raices desarrolladas®*. Con los datos obtenidos de la
prueba, se determind la concentraciéon Inhibitoria media
(CI50) para clasificar la inhibicion de la Circuma.

En la Cuantificacién de Curcuminoides del polvo de Clrcuma,
primero se pesé 0,1g de polvo de Clircuma patrén y se aftadid
30 ml de etanol absoluto, llevando a reflujo. Se prepararon
diluciones de los extractos. Luego se midi6 la absorbancia a

13



Tabla 1. Determinacion de metabolitos secundarios por analisis fitoquimico

Curcuma Flavonoides Taninos Alcaloides Saponinas
Prueba  Medio Medio Reac. Gel- Album  Reac. Reac.  Reac. Reac.
Shinoda H»SOs NaOH FeCl; Sal ina Draggen Hager Mayer Wagner
dorf
9 % 4+ ++ ++ +++ + + 4+ - - - -
70 % +++ - - ++ - + + - - - -

Indicadores del nivel de Concentracién
(+) = Concentracién baja (++) = Concentracién media
(+++) = Concentracion elevada (-) = Negativo

420 nm". Para la muestra se procedi6 de la misma manera.
Para determinar el porcentaje de curcumina se realiz6 un
grafico de regresion lineal con los datos de Carcuma patron.

Consideraciones éticas: al no intervenir en las variables
de estudio y limitarnos solamente a describir reacciones
de las sustancias y material organico vegetal in vitro, no se
requirié el consentimiento informado. El protocolo de
investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética dela
Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Mayor
de San Simén.

Resultados

El andlisis fitoquimico de los metabolitos secundarios
en ambos extractos muestra la presencia de flavonoides,
compuestos fenolicos y alcaloides en cantidades diferentes
respecto a los parametros de cuantificacion. Sin embargo, la
Tabla 1 muestra mayor concentracion de metabolitos presentes
enelextracto de Curcumalongaal 96%. Enla determinacion del
efecto toxico, los valores de la DL, fueron determinados a las
24 horas, con base a la mortalidad de los nauplios de Artemia
salina. De acuerdo a la Figura 1, se encontré un valor DL, 1,2
para el extracto al 96%, indicandoque que la Crcuma es una
sustancia toxica. El ensayo de citoxicidad determiné efecto
toxico para las raices de lechugas por parte de la Cdrcuma al
96%. Segun los datos encontrados en la Figura 2 , se present6
un efecto dosis dependiente de la concentracion del extracto
evaluado. Los valores de CI,, fueron determinados a las 96
horas, con base en la inhibicién de las raices de lechuga. El
resultado indicd un valor de IC,, 1,45 para la Ctrcuma al 96

%, indicando que es una sustancia Inhibitoria.

La Tabla 2 indica la relacién de la presencia de los
compuestos fenolicos en el tamizaje fitoquimico y su relacion
con la presencia de las actividades bioldgicas presentadas
por los extractos, evidenciando que el extracto al 96%, extrae
mayor cantidad de principios activos, presentando mayor
actividad en todas las pruebas. La Circuma de Cristal Mayu
del Chapare posee un 5% de curcuminoides en su contenido,
componentes responsables de las actividades bioldgicas de
la misma, demostrando que la Curcuma tiene gran efecto
antioxidante por su alto contenido de polifenoles, presentando
actividad antibacteriana frente a las tres cepas utilizadas,
mostrando ademds una potente actividad inhibitoria y tdxica.

Discusion

Deacuerdo alos resultados de esta investigacion los rizomas
de Curcuma presentan principios activos con significativo
potencial terapéutico, no solo poseen actividad antioxidante,
también presentan toxicidad sobre Artemia salina y actividad
citostatica inhibiendo la elongacién de la raiz de lechuga,
ademas el extracto al 96% presentd efecto antibacteriano.
Estudios semejantes realizados por Cosquillo et al.'® y Freire
et al.'” sobre el anilisis fitoquimico del rizoma de Curcuma
muestran resultados similares respecto a la identificacién de
compuestos fendlicos y flavonoides. El incremento del grado
alcohdlico mejora la extraccion de los compuestos fendlicos
segiin Alvis et al.°. Estos resultados, ademas, dan cuenta del
por qué en la determinacion de fenoles totales por el método
de Folin-Ciocalteu mostraron que la Cuarcuma al 96%
presenta elevada cantidad de polifenoles 278,4 mgeq AcG/g de

Tabla 2. Relacién del tamizaje fitoquimico con la presencia de las actividades biologicas de la Circuma

Ciarcuma Flavonoides Fenolestotales Antioxidantes Actividad Actividad Actividad
IC50 Antibacteriana téxica DL50 citostatica
I1C50
96% +++ 278,4mg/g 120 ug/ml Presenta 16,3 ug/ml 28,1 ug/ml
actividad
70% 4 182,5mg/g 170 ug/ml No presenta 136,2 ug/ml 181,9 ug/ml

actividad
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Regresio
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Figura 1. Comportamiento lineal de la

extracto, al igual que la investigacion realizada por Cosquillo
et al.'® que obtuvo un valor de 296 mg eq AcG/g de extracto.
La actividad antioxidante de los rizomas de Ctircuma se debe
a la presencia de flavonoides presentes en su composicion
quimica segiin Herrera'®. De esta manera, se observa que el
extracto al 96% presenta mayor concentracion inhibitoria
media IC50 concentraciéon necesaria para reducir al 50% la
concentracion inicial del radical DPPH frente al extracto al
70%, al igual que un estudio realizado por Cosquillo et al.'s
que demuestra extracto etandlico de Curcuma longa presenta
mayor capacidad antioxidante. Los resultados indican que
la Cuarcuma posee propiedades antibacterianas. Solo el
extracto al 96% presento actividad frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli 'y Klebsiella pneumoniae, ocasionando
zonas de inhibicién teniendo en cuenta los controles
positivos utilizados para cada cepa. Asimismo, reportes de
investigaciones han demostrado que los extractos etanélicos
obtenidos de la Curcuma, tienen actividad antibacteriana
frente a S. aureus, en el estudio Muhamed et al.”’. De la misma
manera que para E. coli segun Falco et al.*® demuestra que
la Carcuma posee efecto antibacteriano para esta bacteria.
Otro trabajo realizado por Mendez et al.?' determind que
la Cdrcuma posee propiedades antibacterianas frente a K.
pneumoniae. De acuerdo a publicaciones Garcia et al.?,
Bustamante et al.” la Circuma muestra actividad toxica frente

1,5 2,5

Curcuma en la determinacion de la DL,

ala Artemia salina donde fue evaluado el extracto etandlico de
la Cdrcuma, obteniendo datos que concuerdan con nuestro
trabajo LD50: 16,3 ug/ml, dato que nos sugiere que el extracto
de Curcuma al 96% tiene actividad toxica. Esta actividad es
importante en la busqueda de nuevos productos con potencial
anticancerigeno®. El estudio realizado por Bustamante et al.??
mostrd la actividad citostatica frente a la Curcuma longa,
nuestro estudio muestra una IC50: 28, por lo tanto la Circuma
se considera sustancia inhibitoria, con probable actividad
antitumoral®. Es de especial interés la caracterizacion de la
Curcuma para determinar el total de sus polifenoles presentes
en los curcuminoides, ya que segiin Correa* comprenden el
2-9% de la planta. Respecto a la cantidad de curcuminoides
totales determinado en el polvo de Circuma fue de 5% en
comparacion al estudio realizado por Freire et al.'” que fue de
5,9%; haciendo referencia también que estos compuestos se
deben encontrar en un porcentaje > 3%. El presente trabajo de
investigacion se baso en el estudio de dos extractos etandlicos,
dando un mejor resultado el extracto al 96% en todas las
pruebas realizadas, por lo que se demuestra que la Curcuma
longa del sector de Cristal Mayu del Chapare presenta
propiedades antioxidantes, antibacterianas y citotoxicas.

En conclusion, los extractos etanolicos elaborados a partir
de los rizomas de Carcuma poseen flavonoides, taninos y
alcaloides en distintas proporciones, siendo los responsables

Regresion lineal de la Ctircuma al 95% al 96% de la prueba de la Inhb.
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de las actividades bioldgicas de la Curcuma, el extracto al
96% que presenta mayor cantidad de compuestos fenélicos,
278,4 mg/ml y en la actividad antioxidante determinado por
el método de DPPH, presenta una IC50 120 ug/ml. Solo el
extracto al 96% presenta actividad antibacteriana frente a
E. coli, K. pneumoniae y S. aureus. Por tanto el extracto de
Ctircuma al 96% se clasifica como una sustancia toxica y una
sustancia inhibitoria. Se relacioné los resultados obtenidos
en el tamizaje fitoquimico, principalmente la determinacién
de compuestos fendlicos, siendo algunos de los compuestos
responsables de las diferentes actividades de la Curcuma,
argumentado que el extracto al 96% extrae mayor cantidad de
metabolitos y principios activos debido a que mostraron un
buen resultado en todas las pruebas. Los resultados obtenidos
representan un gran hallazgo en nuestro medio, ya que con
los datos obtenidos en esta investigacion, se demuestra que

la Ctrcuma del Chapare de Bolivia, es una planta completa
con propiedades y bondades unicas para la prevencién y
tratamiento de diversas enfermedades complejas y dificiles
de tratar, debido a que present6 buena actividad antioxidante,
antibacteriana y citotdxica.

Con la base de datos de este estudio se espera que la
Carcuma se utilice en las Industrias farmacéuticas como
materia prima para la formulaciéon de nuevos productos
y a partir de los resultados se desarrollen estudios
farmacolodgicos y  toxicoldgicos que validen su uso, su
actividad farmacoldgica y sus propiedades Antitumorales,
Neurovegetativas, = Cardiovasculares, Antinflamatorias,
Cardiotéxicas Antibidticas, entre otras.
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