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RESUMEN

Antecedentes: Escherichia coli es principal agente etioldgico en infecciones del
tracto urinario, debido al uso indiscriminado de antibi6ticos para combatirla se ha
generado una resistencia por parte de este microorganismo. Por lo tanto, se ha
recurrido a encontrar alternativas terapéuticas naturales que potencien la accion de

moléculas ya conocidas, como es el caso de la ciprofloxacina.

Objetivo: Evaluar la capacidad antibacteriana de las antraquinonas sintéticas solas
0 en combinacién con ciprofloxacina sobre cepas de Escherichia coli obtenidas de
aguas residuales en la ciudad de Cuenca.

Metodologia: Se llevo a cabo una metodologia descriptiva experimental, tomando
como muestra un total de 20 cepas de Escherichia coli obtenidas a partir de las

aguas residuales en la ciudad de Cuenca.

Resultados: Se reporta una sensibilidad de los aislados frente a ciprofloxacina,
mientras que, en el caso de las antraquinonas se presentd un halo de inhibicion
procedente de los discos cargados con 1,8-hidroxi-4,5 dinitroantraquinona, en dos
de las muestras, respectivamente. No se presentd un sinergismo del antibiético en

combinacion con las antraquinonas.

Conclusion: Escherichia coli es sensible a ciprofloxacina, mientras que, la
antraquinona 1,8-dihidroxi-4,5 dinitroantraquinona posee un efecto antibacteriano
sobre ciertas cepas, pero no un efecto sinérgico en combinacion con este
antibiotico.

PALABRAS CLAVE: Antraguinonas sintéticas, ciprofloxacina, Escherichia coli,

antibioticos, sensibilidad.
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ABSTRACT

Background: Escherichia coli is the main etiological agent in urinary tract infections,
which is why the indiscriminate use of antibiotics to combat it has generated
resistance from this microorganism. Therefore, it has been resorted to finding natural
therapeutic alternatives that enhance the action of already known molecules, such

as ciprofloxacin.

Objective: Evaluate the antibacterial capacity of synthetic anthraquinones alone or
in combination with ciprofloxacin on strains of Escherichia coli obtained from

wastewater in the city of Cuenca.

Methodology: An experimental descriptive methodology was carried out, taking as
a sample a total of 20 strains of Escherichia coli obtained from wastewater in the city
of Cuenca.

Results: A sensitivity of the isolates against ciprofloxacin is reported, while, in the
case of anthraquinones, an inhibition halo was presented from the disks loaded with
1,8-hydroxy-4,5 dinitroanthraquinone, in two of the samples, respectively. There

wasn't synergism of the antibiotic in combination with anthraquinones.

Conclusion: Escherichia coli is sensitive to ciprofloxacin, while the anthraquinone
1,8-dihydroxy-4,5 dinitroanthraquinone has an antibacterial effect on certain strains,

but not a synergistic effect in combination with this antibiotic.

KEY WORDS: Synthetic anthraquinones, ciprofloxacin, Escherichia coli, antibiotics,

sensitivity.
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ABREVIATURAS

E. coli: Escherichia coli

ITUs: Infecciones del Tracto Urinario
BLEE: Betalactamasas de Espectro Extendido
MIC: Concentracion Inhibitoria Minima
MBC: Concentracién Minima Bactericida
pg/ml: Microgramo por mililitro

MM: Micromolar

mm: milimetros

mg / disco: Miligramo por disco

S. aureus: Staphylococcus aureus
EPEC: E. coli Enteropatégena

ECEH: E. coli Enterohemorragica
ETEC: E. coli Enterotoxigénica

EAEC: E. coli Enteroagregativa

DAEC: E. coli Adherente Difusa

EIEC: E. coli Enteroinvasiva

UPEC: E. coli Uropatogénica

NMEC: Meningitis neonatal E. coli
MurA: Enzima Enol-Piruvil-Transferasa
IDSA: Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas

H,0O,. Perdxido de Hidrogeno
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cm: centimetros
°C: grados centigrados
DMSO: Dimetilsulféxido

EMB: Azul de Metileno
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. INTRODUCCION
Existen miles de bacterias que contribuyen a la calidad de vida de los seres
humanos, no obstante, algunas causan enfermedades como es el caso de
Escherichia coli (E. coli) que habita en el intestino tanto de animales de sangre
caliente como de individuos. A su vez, posee una gran variabilidad antigénica que
da origen a varios tipos de cepas que provocan malestar digestivo leve en el caso
de los adultos, mientras que, en nifios presenta un riesgo para la vida (1).

La exposicién a alimentos, agua contaminada o con personas infectadas son las
formas mas comunes para contraer la bacteria, en la actualidad no existe un
medicamento o0 vacuna especifica contra la misma, solo concurren ciertos farmacos
gue nos permiten combatirla, uno de ellos es la ciprofloxacina que de acuerdo con

estudios tienen un alto poder de inhibicion frente a E. coli (2)

Sin embargo, existen estudios sobre la resistencia de E. coli a los principales
antibidticos, representando un problema de salud publica, asi como la preocupacion
por el uso excesivo de farmacos, |0 que nos permite emplear compuestos naturales
como las antraquinonas como una posible alternativa terapéutica debido a sus

propiedades antibacterianas que se les adjudica (3).

Sin embargo, no existen suficientes estudios que corroboren el uso y propiedades

inhibidoras contra las bacterias, especificamente frente a E. coli.

En este contexto, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo principal
evaluar el efecto antibacteriano de antraquinonas sintéticas solas o combinadas con
ciprofloxacina sobre cepas de E. coli, para ello se utilizé una metodologia descriptiva
experimental en muestras de agua provenientes de la Planta de Tratamiento de

Aguas residuales de Ucubamba de la ciudad de Cuenca.

Para cumplir con los objetivos planteados se estructurd la investigacion en tres
capitulos. En el primero se aborda el planteamiento de la investigacion, la
justificacion, asi como preguntas y objetivos, también se desarrolla el marco
referencial que fundamenta los resultados encontrados. El segundo capitulo

describe la metodologia empleada, el universo y muestra de estudio, el

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 1
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procedimiento del analisis experimental desde la preparacion de materiales para
llevar a cabo el estudio hasta las respectivas pruebas de antibiogramas para
determinar la sensibilidad de los compuestos.

Finalmente, en el capitulo tres se presenta los principales resultados en funcion de
los objetivos planteados, asi como la discusion con autores para el contraste de los
resultados encontrados que sirvieron para estructurar las conclusiones vy

recomendaciones.

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 2
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Escherichia coli (E. coli) es un patdgeno muy frecuente a nivel mundial
perteneciente al grupo de bacilos Gram-negativos, se trata de un grupo de bacterias
qgue tipicamente viven en los intestinos de los animales de sangre caliente y
humanos, siendo parte del microbiota normal. Sin embargo, ciertos patotipos de
esta bacteria pueden ocasionalmente causar enfermedades graves (4).

E. coli, se considera como uno de los principales agentes etiol6gicos de las
infecciones del tracto urinario, particularmente en mujeres, provocando clinicamente
disuria, polaquiuria, tenesmo, urgencia urinaria, dolor supra-pubico, hematuria,

piuria y bacteriuria (5).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los
antimicrobianos, es la adquisicion por parte de un microorganismo, sea este una
bacteria, virus, hongo o parasito, que presenta resistencia a un medicamento
antimicrobiano. Este fenOmeno representa una amenaza para la salud publica a
nivel mundial, debido a la creciente propagacion de agentes infecciosos

multirresistentes a los farmacos existentes (6).

En virtud de lo expuesto, la resistencia, multiresistencia y panresistencia de los
microorganismos patdgenos a los principales antibiéticos es un tema que preocupa
a las entidades de salud publica en todo el mundo, constituyendo una situacion
problematica que afecta a la poblaciéon en general. Esto se demuestra estudios
realizados por 130 hospitales en Norteamérica, Africa, Asia-Pacifico y Europa, que
revelaron que, en 102.829 cultivos de microorganismos patdégenos, el 40% mostro
resistencia a la amoxicilina; mientras que, para ampicilina y otros medicamentos
como la ciprofloxacina se identificO un nivel de resistencia entre el 53,96% en

Norteamérica y 71,22% en Europa (7).

El estudio de tres hospitales de Trujillo-Pert por el incremento de E. coli y la
expansion de sus clones dio como resultado que, de los 341 aislamientos, 330

(96.8%) fueron de E. coli, el promedio de edad fue de 37 afios y el 92.7% son de

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 3
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sexo femenino. El 42% del total de las cepas fueron resistentes a Cefotaxima, 100%
sensibles a Carbapenems (8).

En otro estudio se analizaron 335 muestras de orina procedentes de las poblaciones
indigenas del Ecuador: Zumbahua, Colta y Guamote, en un periodo de cuatro
meses (Febrero-Mayo 2016). Noventa muestras, es decir, el 26,9% mostré6 un
recuento significativo de 210° (UFCY)/mL, compatibles con Infecciones del Tracto
Urinario (ITUs). El microorganismo identificado con mayor frecuencia fue E. coli
(n=75; 83,3%). La resistencia antibiética encontrada para los aislados de E. coli fue
de 56,7% a trimetoprim/sulfametoxazol, 52,5% a ampicilina, 43.3% a acido
nalidixico, 32.5% a ciprofloxacina, 28.3% a norfloxacina, 25% a levofloxacina,
15.85% a cefazolina, 17.5% a cefoxitina, 15% a cefuroxima, 15% a ceftazidima,
cefotaxima, y ceftriaxona, 15% a cefepima, 7,5% a nitrofurantoina y 1,7% a
fosfomicina. Se identificaron siete aislados productores de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) (9).

Entre los factores que han originado la alta tasa de resistencia actual se incluye la
ingesta de antibidticos por automedicacion, asi como el consumo de
antimicrobianos implicitos en la cadena alimentaria, particularmente en los
productos carnicos procedentes de animales tratados con antibioticos, entre otros
(20).

Por estos antecedentes se requieren nuevos antibiéticos que puedan combatir
cepas de E. coli resistentes a antibiéticos o que puedan potenciar la eficacia de

farmacos como la ciprofloxacina.

Las antraquinonas son un tipo de moléculas organicas aromaticas, estructuralmente
asociadas al antraceno y que se encuentran distribuidas en la naturaleza,
especialmente en algunas familias de plantas, muchas de las cuales son utilizadas

como laxantes y purgantes (11).

! Unidades Formadoras de Colonias (ufc)

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 4
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Para Malik y Miller (12) las antraquinonas representan una clase importante de
compuestos naturales y sintéticos cuyos derivados se han utilizado desde hace
siglos para aplicaciones médicas como agentes antimicrobianos y antiinflamatorios.
Las investigaciones actuales sugieren potenciales efectos para el tratamiento de
artritis, esclerosis mdaltiple y cancer. Ademas, las antraquinonas biol6gicamente
activas derivadas de Reactive Blue 2, se han utilizado en estudios bioquimicos y
farmacolégicos. No obstante, la presencia del resto quinona en la estructura de las
antraquinonas plantea problemas de seguridad y, por lo tanto, los laxantes de

antragquinona han sido objeto de una reevaluacién critica (12).

De acuerdo con Fpullinad et. al. (13), las propiedades quimicas de las antraquinonas
cautivaron recientemente la atencion de industrias en campos tales como productos
farmacéuticos, textiles y colorantes alimentarios. No obstante, los efectos positivos
y/o negativos aun no se entienden claramente y sus posibles roles o efectos sobre

la salud humana se mantienen hoy en dia en investigacion.

Entre las antraquinonas, la 6-metil-1,3,8-trihidroxiantraquinona (Emodina), se
encuentra en muchas plantas medicinales. Posee un amplio espectro de
propiedades farmacologicas, que incluyen actividades anticancerigenas,
hepatoprotectoras, antinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas. Por otro lado,
la emodina también puede provocar hepatotoxicidad, toxicidad renal, toxicidad

reproductiva, especialmente en dosis altas y con el uso a largo plazo (14).

La emodina es una antraquinona obtenida a partir del rizona de Rheum palmatum,
planta utilizada en la medicina tradicional. Se trata de un sélido amorfo de color
amarillo que presenta efectos antibacterianos, ademas de contener un potencial
agente activo contra el cancer. La antraquinona inhibe ciertas proteinas quinasas
como CK2 (caseina quinasa, implicada en el control del ciclo celular, reparacion del
ADN, entre otros procesos celulares) evitando la proliferacion de las células
cancerigenas (15). Las propiedades antibacterianas de la emodina, se debe a que
inhiben la sintesis de proteinas de las células bacterianas, lo que implica la actividad
antimicrobiana, comprobando su efectividad contra la bacteria Streptococcus

mutans (16).

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 5
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Adicionalmente, la emodina tiene capacidad de unirse con el grupo fosfato de ADN
e intercalarse en las pares de bases de la hélice de ADN, produciendo la muerte
celular. En este sentido, la emodina evidencia un efecto antimicrobiano general
contra varios microorganismos, debido a su capacidad de interferir con el
metabolismo celular, el efecto se demuestra sobre algunas cepas Gram-negativas
incluyendo Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. (17)

Por su parte, en el estudio de Li, et al., (18), se demostro la actividad antibacteriana
de la emodina contra cepas Gram-negativas de Haemophilus parasuis (H. parasuis)
in vitro, agente causante de la enfermedad de Glasser, caracterizada por el
sindrome de poliserositis, asi como peritonitis, pleuritis, pericarditis, meningitis y
artritis. Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC por sus siglas en
inglés) y Concentracion Minima Bactericida (MBC por sus siglas en inglés) fueron
32 ug/mL y 64 pg/mL, respectivamente. Cuando la concentracion fue de 32 ug/mL,
la emodina mostro un efecto antibacteriano limitado sobre H. parasuis: la cantidad
de bacterias disminuy6 en gran medida y al transcurrir un periodo de 4 a 8 horas
este microorganismo murid. Sin embargo, cuando la concentracién de emodina fue
de 64 pg/ml, H. parasuis entré directamente en la fase de disminucion y todas las

células bacterianas fueron destruidas en 6 h.

Este tipo de compuesto, especialmente algunos derivados sintéticos no han sido
ampliamente estudiados. En este contexto, el presente proyecto pretende evaluar
comparativamente, si las antraquinonas sintéticas: antraquinona, 1,8-
dihidroxiantraquinona, 1,5-dinitroantraquinona, 1,8-dihidroxi-4,5-
dinitroantraquinona, podrian actuar como agentes antibacterianos, solas o
combinadas con ciprofloxacina sobre cepas de E. coli, aisladas de aguas residuales

de la ciudad de Cuenca y resistentes a este antibiotico.

.2.- JUSTIFICACION.

El presente estudio pretende proporcionar informacién relevante a toda la
comunidad cientifica en el Area de la Salud sobre el potencial antibacteriano de las
antraguinonas sintéticas, asi como de su combinacién con ciprofloxacina sobre

cepas de E.coli.
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En la actualidad, la resistencia de los microorganismos a los principales antibioticos
es un problema que preocupa a las entidades de la Salud Publica, por lo que se
requiere encontrar nuevas alternativas terapéuticas a partir de moléculas
guimicamente relacionadas junto a compuestos naturales. En este contexto, las
antraquinonas escogidas en el presente estudio podrian poseer un potencial

antibacteriano y mejorar efecto generado por la ciprofloxacina.

De acuerdo con la revisién en literatura, se puede afirmar que existen pocos
estudios referentes con la evaluacién de la sensibilidad de E.coli frente a nuevos
compuestos como las antraquinonas, por lo cual, el desarrollo de esta investigacién
sera novedosa en la zona. Se ayudara al ambiente a partir del correcto descarte de
materiales como objetos peligrosos para su tratamiento correspondiente. Por otra
parte, nos permitira adquirir el conocimiento, destrezas, y habilidades para
investigar, ademas nos brindara los créditos académicos necesarios para la

obtencion del titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA.
¢Las antraquinonas usadas en este estudio, solas o0 en combinacion con
ciprofloxacina, presentan efecto antibacteriano frente a cepas de Escherichia coli

resistente a este antibiotico?

l.3.- OBJETIVOS.
[.3.1.- Objetivo General:

Evaluar la capacidad antibacteriana de las antraquinonas sintéticas solas o en
combinacion con ciprofloxacina sobre cepas de Escherichia coli obtenidas de aguas

residuales en la ciudad de Cuenca.

1.3.2.-Objetivos Especificos:
= Aislar e identificar Escherichia coli en muestras de agua residual obtenidas
del laboratorio de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de
Ucubamba de la ciudad de Cuenca.

= Evaluar la sensibilidad de estos aislados frente a la ciprofloxacina.
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= Evaluar la sensibilidad de estas bacterias frente a: antraquinona, 1,8
dihidroxiantraquinona, 1,8 dihidroxi-4,5, dinitroantraquinona y 1,5-
dinitroantraquinona.

= Evaluar la sensibilidad de estos aislados frente a la ciprofloxacina en

combinacién con las antraquinonas antes mencionadas.

l.4.- MARCO TEORICO.

l.4.1.- Antecedentes:

En Estados Unidos, Mosquito, et al., realizaron una investigacién en el afio 2011,
en la que se evalué la susceptibilidad de Escherchia Coli (E. coli) frente a
fluoroquinolonas en 335 cepas, obtenidas a partir de muestras de heces de
pacientes hospitalizados. Los hallazgos detectaron una sensibilidad del 85% debido
a una o mas mutaciones a nivel del gen gyrA y 46% una o mas mutaciones a nivel

del gen parC (2).

En Cuba, Cabrera et al. realizaron un estudio retrospectivo en 2019 de 265 cepas
de E. coli de pacientes ambulatorios con sospechas de infeccion del tracto urinario,
obteniendo como resultado que los niveles de sensibilidad por encima del 90% a los
antibidticos fosfomicina, amikacina y nitrofurantoina, la mayor resistencia
encontrada fue para ceftazidima (72%), seguido de trimetoprim—sulfametoxazol
(61,5%), acido nalidixico (61,1%) y ciprofloxacina (52,8%) (19).

En México, Lopez et al. realizaron una investigacion en 2009, con el propésito de
cuantificar la presencia de E. coli y Salmonella typhi en muestras de agua y
determinar el perfil de resistencia a varios antibiéticos, dando como resultado que,
del total de muestras analizadas, el 98% resultd positiva para E. coli. De las 46
cepas analizadas, nueve fueron resistentes a tetraciclina, 38 a estreptomicinay solo

una a gentamicina (20).

En Venezuela, Requena et al., analizaron en el afio 2007 la resistencia antibiGtica
de bacterias causantes de infeccion del tracto urinario. Se identifico a E. coli como
la principal causante de infeccidn urinaria, seguido por Proteus spp. La primera

registré una elevada resistencia a la mayoria de los antibidticos, aunque se
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evidenci6 sensibilidad frente a las quinolonas, sobre todo a la ciprofloxacina en un
71,4% (21).

En Ecuador, un estudio descriptivo realizado por Palacio, et al., una muestra de 67
pacientes del Hospital Basico de Paute, Azuay durante el periodo 2015 al 2016, con
ITU, reportd que la bacteria aislada con mayor frecuencia fue E. coli (69,7% de los
cultivos positivos). A su vez, la resistencia a las fluoroquinolonas fue significativa,
con un valor de 66,7% para levofloxacina, 55,6% para norfloxacina, 38,1% para

ciprofloxacina y 37,5% para ofloxacina (22).

Asi mismo, en Ecuador, Guaman et al., desarrollaron un estudio en 2017 para
identificar los perfiles de resistencia a los antibidticos para tratar las infecciones del
tracto urinario en poblaciones nativas de las localidades de Zumbahua, Colta y
Guamote. Los resultados reportaron que el microorganismo aislado con mayor
frecuencia fue E. coli con una resistencia del 56,7% a trimetoprim/sulfametoxazol,
52,5% a ampicilina, 43.3% a acido nalidixico, 32,5% a ciprofloxacina, 28,3% a
norfloxacina, 25% a levofloxacina, 15,85% a cefazolina, 17,5% a cefoxitina, 15% a
cefuroxima, 15% a ceftazidima, cefotaxima, y ceftriaxona, 15% a cefepima, 7,5% a

nitrofurantoina 'y 1,7% a fosfomicina (5).

Por otro lado, existe evidencia de antraquinonas con actividad antibacteriana. Por
ejemplo, Saavedra et al., realizaron un estudio en Peru durante el afio 2012, cuya
finalidad fue evaluar la actividad antibacteriana de ciertos extractos, entre ellos el
de Aloe vera L., sobre las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa y Aspergillus niger; mediante la elaboracion de macerados
acuosos Yy alcohdlicos, se identificd la efectividad antibacteriana del Aloe vera,

debido a los derivados antraquindnicos (28% de isobarbaloina anhidra) (23).

La sensibilidad de E. coli frente a varias antraquinonas se reporta en algunos
estudios, por ejemplo, en Kenia, Africa, los autores Leonidah et al., (24), evaluaron
varias antraquinonas, naftoquinonas, benzoquinonas, flavonoides (chalcones y
flavonas polimetoxiladas) y diterpenoides (clerodanos y kauranos) por su potencial

antimicrobiano contra diferentes bacterias Gram-negativas y Gram-positivas
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sensibles a los antimicrobianos. Se demostré la actividad antibacteriana de las
antraquinonas, particularmente, del compuesto activo emodina contra cepas Gram-
negativas de E. coli. La actividad antibacteriana fue significativa cuando la MIC
estuvo por debajo de 10 pg/mL.

Por su parte en Cuba, Camacho et al., analizaron las propiedades antibacterianas
de extractos de Tagetes erecta L. (Asteraceae), en donde se determind la presencia
de flavonoides, terpenoides, antocianinas, taninos, antraquinonas, glucésidos
cardioténicos. Se reportd que las hojas y flores de estas plantas presentaron
propiedades antibacterianas frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, K.
pneumoniae y Staphylococcus epidermis, con valores inhibitorios superiores en las
flores, efectos que atribuyen a la presencia de antraquinonas (25).

Por otra parte, Prateeksha, et al., (26) manifiestan que la antraquinona crisofanol se
ha investigado como un agente antibacteriano contra algunos patégenos, pero
existen resultados contradictorios en cuanto a la CMI. Sin embargo, refieren que la
CMI de crisofanol frente a S Staphylococcus aureus. aureus, Shigella sonnei y
Micrococcus kristinae es mayor a 250 ug/mL, Staphylococcus epidermis de 31,25
pg/mL, E. coli de 125 upg/mL, Aeromonas hydrophila 1B1010 de 200 ug/mL,
Pseudomona aeruginosa de 128 pg/mL, Vibrio harveyi de 1000 pg/mL, Candida
albicans de 50 ug/mL a 128 ug/mL, Cryptococcus neoformans y Aspergillus
fumigatus de 50 ug/mL, Trichophyton mentagrophytes de 25 pg/mL a 1250 pug/mL,
Trichophyton rubrum y Epidermophyton floccosum de 625 ug/mL.

Mientras que Gokulan, Kolluru & Khare (27) evaluaron el efecto antibacteriano de
aloe o aloina purificada contra la microbiota comensal intestinal, encontraron que
exhibe las propiedades antibacterianas, presentando un CMI entre 1 y 4 mg/mL
cuando es suministrada en grandes cantidades, asi, cuando se dispuso la bacteria
en aloina de 0,05 — 500 uM, en tampén de pH 7,2 la resistencia transepitelial
aumento, mientras que en un pH de 4,9, los resultados revelaron la integridad de la

barrera intestinal porque permanecio intacta.
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Jiang et al., (28) indican que la antraguinona Aloe-emodina posee actividad
inhibitoria sobre la formacion de poros de a-toxina de S. aureus, inhibiendo
notablemente la actividad hemolitica al disminuir las lesiones en células epiteliales

del pulmédn y los macréfagos pulmonares.

Hwan & Seon (29) aislaron de las semillas de Casia obtusifolia la 1,2-
dihidroxiantraquinona (alizarina). La alizarina purificada exhibié una actividad débil
contra Bacillus cereus (diametro de la zona limpia, 11,0 mm) y una actividad
moderada contra Staphylococcus epidermidis (17,5 mm) y Salmonella entérica
(16,2 mm) con 2,0 mg/disco. En comparacion con los analogos de alizarina, el acido
alizarin-3-metiliminodiacético exhibio la actividad antimicrobiana mas fuerte contra
Bacilius cereus, Staphylococcus intermedius, Straphylococcus epidermidis y
Salmonella enterica a 2.0 mg / disco. Los otros analogos no exhibieron actividad

antimicrobiana contra las siete bacterias transmitidas por los alimentos.

Coenye et al.,, (30) evaluaron la habilidad de reduccion de la formacion de
biopeliculas de Streptococcus mutans con el uso de emodina, hipericina, acido
carminico, crisofanico acido, rheina, quinizarina, sennidina, crisazina, acido
antraffavico, aloe-emodina, physcion, clorhexidina, triclosan. Como resultado se
deriva que ciertas antraquinonas como la emodina, hipericina, acido carminico,
crisofanico acido, quinizarina, disminuyen la proliferacion de Streptococcus por
debajo de la CMI.

1.4.2.- Marco referencial:

4.2.1 Escherichia coli.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), E. coli es una bacteria que se
encuentra en el intestino del ser humano y de los animales de sangre caliente,

siendo la mayoria de las cepas inofensivas (31).

Esta bacteria es un bacilo Gram-negativo, cuenta con una variabilidad antigénica
que da origen a varios tipos de cepas (32). De acuerdo con Rodriguez - Angeles

(33), la E. coli es una bacteria anaerobia facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
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entre las principales caracteristicas bioquimicas sefiala el 98 % de positividad a la
prueba Oxidasa, el 99 % a rojo de metilo, el 100 % a acido de glucosa, entre otros.

Estructuralmente estd compuesta por:

e Membrana extracelular.
e Capa peptidoglucano.

e Pared celular.

e Lipopolisacaridos.

e Espacio peri plasmatico.
e Cuerpos de inclusion.

e Plasmidos.

e Ribosomas.

e Cromosomas.

e Flagelo.

e Pili.

Capsula

Figura 1. Morfologia de la bacteria E. Coli. Liébana (33).
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E. coli al ser una bacteria Gram-negativa consta de membrana citoplasmatica,
membrana externa y el espacio entre estas dos, conocido como periplasma, en
donde se encuentra una capa de peptidoglucano y una gran variedad de enzimas y
proteinas importantes para el metabolismo bacteriano (34).

E. coli, puede clasificarse en varias cepas:

e E. coli Enteropatégeno (EPEC): Causa diarrea en nifios y animales.
e E. coli Enterohemorragica (ECEH): Es responsable de la colitis
hemorragica y el sindrome hemolitico-urémico.
e E. coli Enterotoxigénica (ETEC): Provoca diarrea del viajero y diarrea
porcina y bovina.
e E. coli Enteroagregativa (EAEC): Causa diarrea persistente en humanos.
e E. coli Adherente difusa (DAEC).
e E. coli Enteroinvasiva (EIEC): Provoca diarrea acuosa y disenteria.
e E. coli Uropatogénica (UPEC): Causa infecciones del tracto urinario en
humanos y animales.
e Meningitis Neonatal E. coli (NMEC): Es responsable de la meningitis y la
sepsis (35).
Entre las multiples enzimas que contiene esta bacteria destaca la enzima catalasa,
la cual descompone el peroxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno mediante
la reaccion: 2 H202 > 2 H20O + Oy, asi las bacterias se protegen del efecto toxico del

H20, el cual representa uno de los productos del metabolismo aerobio (36).

Ademas, E. coli posee un metabolismo que le permite fermentar lactosa, por otro
lado, la bacteria resulta positiva para indol y lisina descarboxilasa. También, se ha
demostrado a partir de algunas investigaciones la resistencia a antimicrobianos y la

capacidad de producir toxinas (37).

4.2.2 Principales enfermedades causadas por Escherichia coli.
Varias cepas patdgenas pueden causar diarrea o enfermedades extraintestinales,
tanto en individuos sanos como inmunocomprometidos. Las enfermedades

diarreicas son un grave problema de salud publica y una causa importante de
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morbilidad y mortalidad en lactantes y nifios pequefios, especialmente en paises en
desarrollo. Las cepas de E. coli, que causan diarrea han evolucionado al adquirir
caracteristicas de resistencia, mediante la transferencia horizontal de genes (38).

Por otro lado, estan las infecciones de tracto urinario, que comprende un cuadro
clinico de uretritis, cistitis o inclusive pielonefritis. Estas infecciones son provocadas
generalmente por la bacteria E. coli, que se encuentra en el tracto digestivo y sobre
la piel que rodea la zona vaginal y rectal, cuando estas bacterias ingresan a la uretra

pueden avanzar y provocar estas infecciones (39).

4.2.3 Epidemiologia.
E. coli, es un agente importante causal de la diarrea responsable de la muerte
especialmente en nifios menores de cinco afos, de diferentes regiones a nivel
mundial con ingresos intermedios y bajos. Se estima que produce mil millones de
casos de diarrea cada afio, y la mortalidad atribuible en este grupo etario en el afo
2015 fue de 23.600 (40).

Es el patégeno aislado con mayor frecuencia en cultivos de peritonitis, cuya
resistencia en antibioticos fue del 16%, principalmente en trimetoprim-
sulfametoxazol, ampicilina, ampicilina-sulbactam, ciprofloxacina y gentamicina (45).

El aislamiento del cultivo con E. coli mostré la generacion de BLEE con el 4,7%.

Por su parte, Hernandez et al., (44) en su investigacion reporté que E. coli con un
fenotipo sugestivo de BLEE de 16% por su resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, registré un comportamiento similar a los identificados en las Unidades
de Cuidados Intensivos (UCI) de los paises europeos. En donde durante el afio

2011, se evidencio un brote de 4.075 casos con la mortalidad de 16 personas

De la misma manera, la tasa de E. coli en la Region Asiatica y Pacifico fueron entre
34,9 y 42,2%, mientras que en la India y China alcanzo el 79% y 59%,
respectivamente, siendo las zonas mas afectadas que superan los 2 billones de
habitantes. Mientras tanto, a nivel de Latinoamericano, existe un mayor porcentaje

para el empleo de las cefalosporinas que alcanza el 23,9% frente a E.coli.
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El elevado uso de las quinolonas en los tratamientos terapéuticos ambulatorios
incide en el aumento de la resistencia de E. coli. Segun Aguilar (41) en Austria
aumenté de 7% a 25,5% en los afios 2001 y 2010, respectivamente; en tanto que,
en el Reino Unido, la bacteria representa 30% de todos los casos de bacteriemia.

En Estados Unidos el nimero de padecimientos vinculados con la bacteria
disminuy6 durante los afios 2014 - 2015, atribuido a factores relacionados con el
cuidado de los alimentos.

En el afio 2006, en Argentina, E. coli provoc6 12,2 muertes por cada 100.000 nifios
menores de 5 afos. Segun Torres (42), en un estudio realizado en la misma
Argentina durante el afio 2017, sefala que esta bacteria es considerada como la
causa principal de insuficiencia renal aguda en nifios y el responsable del 20% de
trasplantes de rifiidn (42).

En el Ecuador, se realizaron varios estudios para evaluar la prevalencia de E. coli
en la poblacion. Segun el Ministerio de Salud, E. coli es el principal patégeno aislado

en infecciones de vias urinarias durante la etapa del embarazo (43).

4.2.4 Farmacos antibacterianos y mecanismos de accion.

Entre los farmacos mas utilizados para combatir esta bacteria estan:

4.2.4.1 Aminoglucésidos.

Los antibidticos aminoglucosidos — aminociclitoles constituyen un grupo de agentes
antibacterianos con interesantes propiedades para el tratamiento en especial de
infecciones bacterianas producidas por bacilos Gram-negativos. Esta constituido
por dos tipos de moléculas, azucares y alcoholes ciclicos no aminados (46). A
continuacién se muestra algunos ejemplos como: estreptomicina Cz1HzgN7012;
neomicina C23H4eNeO13; amikacina C22HasNsO13; kanamicina Ci1gH3sN4O15S;
tobramicina CigH37NsOg; gentamicina C21Ha3sNsO7; espectinomicina Ci1aH24N207
47).

4.2.4.2 Cefalosporinas.
Tienen una excelente actividad frente a las Gram-positivas, se obtienen de un hongo

conocido como Cephaosporium Acremonium. Su farmacologia es simple se
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encuentran de forma parental y tienen una vida entre 1 y 2 horas. Ademas, es
efectiva frente a cepas de E. coli en infecciones urinarias y neumonia bacteriana

(48). La clasificacion de este grupo de antibiéticos se divide en:

e Primera generacion: cefadroxilo CisH17N3OsS; cefalexina CisH17N304S;
cefradina C16H19N304S; cefalotina C16H16N206S2; cefazolina C14H14NgO4Ss.

e Segunda generacion: cefaclor CisH14CIN3O4S; cefuroxima CisH16N4OsS;
cefprozilo C1gH19N3OsS; cefonicida C16H17Ns07S2; cefoxitina
C16H17N307S2; cefuroxima Ci1sH16N4OsS.

e Tercera generacion: cefixima Ci1sH1sNsO7S2; cefpodoxima CisH17NsO6S2
proxetilo C21H27N509S2; ceftibuteno C15H14N406Sy;
cefditoreno  Ci9H18sNeOsS3z;  cefotaxima  CisH17NsO7Sy;  ceftazidima
C16H17Ns07S2; ceftriaxona C1gH1gNgO7Sa.

e Cuarta generacion: cefepima Ci9H24N6O5S2; cefpiroma C22H22NsOsS2 (47).

4.2.4.3 Trimetoprim/Sulfametoxazol (TMP/SMX).
Es un antibiético bacteriostatico obtenido a partir de la trimetoxibenzilpirimidina;
pertenece al grupo de inhibidores del dihidrofolato reductasa (49). Individualmente
TMP y SMX son farmacos antibacterianos eficaces, pero en conjunto se utilizan
tanto para la prevencién como para el tratamiento de diversas infecciones, en

especial ocasionados por la bacteria Pneumocystis Carinii (50).

4.2.4.4 Fosfomicina.
Es un antibidtico utilizado hace varias décadas a nivel internacional en el tratamiento
de infecciones urinarios bajas; posee un amplio espectro bactericida y actia
impidiendo la formacion de acido N-acetil muramico debido a la inhibicién de la
enzima enol-piruvil-transferasa (MurA) Se ha demostrado que fosfomicina afecta las

propiedades de adhesion de varios microorganismos uropatégenos (51).

4.2.4.5 Nitrofurantoina.
Es un nitrofurano sintético utilizado para el tratamiento y la profilaxis de infecciones

urinarias, posee varios mecanismos de accion, la forma activa se produce dentro de
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la bacteria mediante enzimas reductoras y nitroreductasas, que generan
metabolitos intermedios activos (52). Se trata de un nitrofurano sintético que trata y
previene la infeccion del tracto urinario. Es activa contra muchas cepas de E. coliy
Enterococcus y resulta ser bacteriostatica frente a la mayor parte de los
microorganismos en concentraciones por encima de los 32 mcg/mL, tras la ingestién
de forma oral se absorbe rapida y totalmente, no alcanza concentraciones

plasméticas activas debido a su rapida eliminacion.

En cuanto a los efectos, se menciona la apariciéon de nauseas, vomitos y diarreas,
ocasionalmente existen reacciones de hipersensibilidad, fiebre, escalofrios, anemia,
etc. Ademas, no se recomienda su administracibn en mujeres embarazadas, en

pacientes con insuficiencia renal y menores de un mes de edad (53).

Este farmaco se encuentra en el grupo de los nitrofuranos, quimioterapico sintético
gue tiene efecto antibacteriano y/o antiparasitario debido a la degradacion del ADN,

algunos ejemplos son: ornidazol, tinidazol, nifurtimox (47).

4.2.4.6 Quinolonas.
Son un grupo de antimicrobianos de amplio espectro, son utilizadas frecuentemente
para las infecciones intra y extrahospitalarias. Su efectividad se debe a su alta
biodisponibilidad, nivel de seguridad y la forma de administracion que puede ser
enteral o parenteral, los farmacos identificados en este grupo son: ciprofloxacina,
ofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina y norfloxacina. La resistencia de algunos
patdégenos es una preocupacion a nivel mundial, de hecho, Grecia es el mayor
usuario de quinolonas y tienen la mayor incidencia de aislados por E. coli resistente

a estos farmacos (54).
4.2.4.6.1 Ciprofloxacina.

Es una fluoroquinolona y posee un amplio espectro de accién segun el nivel de

actividad, estan indicado para (55):

= Infecciones de vias respiratorias como: Bronconeumonias y neumonia
lobar por aerobios Gram-negativos, bronquitis aguda y reagudizacion de la

bronquitis crénica.
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= Infecciones del tracto genitourinario: Uretritis complicadas y no
complicadas, cistitis aguda no complicada en mujeres, anexitis, prostatitis
bacteriana crénica, epididimitis, pielonefritis y uretritis o cervicitis gonocécica
no complicada.

» Infecciones gastrointestinales: Fiebre tifoidea y diarrea infecciosa.

= Infecciones osteoarticulares: Osteomielitis por bacterias Gram-negativos y
artritis séptica.

» Infecciones sistémicas graves causadas por Gram-negativos como:
bacteriemia y septicemia, infecciones en pacientes inmunodeprimidos y
pacientes en UCI con problemas especificos, como quemaduras infectadas.
(55)

4.2.5 Mecanismos de resistencia bacteriana.
La resistencia a antibioticos entre los bacilos Gram-negativos constituye un
problema preocupante, limitando los diversos tratamientos terapeuticos. El proceso
para generar un genotipo de multiresistencia es complejo, esta adquisicion se
atribuye a los mecanismos de mutacion en genes cromosomicos o por la adquisicion

de genes ubicados en estructuras genéticas moviles (56).

Existen diversos criterios para conceptualizar la resistencia, de acuerdo con los
perfiles fenotipicos se clasifican en: multirresistente, extremadamente resistente y
panresistente. El primero refiere a la no sensibilidad en al menos un antibiético de
tres 0 mas familias antibioticas. La segunda significa la falta de sensibilidad en
minimo un antibidtico aprobado para uso clinico; en tanto que la panresistencia

refiere a que no es sensible a ningun antibidtico de ninguna categoria (57).

La resistencia en bacterias patégenas es un problema progresivo que surge
después de la introduccion de los diferentes antimicrobianos, cuyo desarrollo y
comportamiento se realiza de forma acumulativa en diferentes especies, tendiendo
a ser multirresistente y detectable en hospitales y la comunidad. La capacidad de
resistir el efecto se encuentra presente en forma infrecuente en una poblacién
bacteriana que tiene previa exposicion al compuesto, cuya capacidad de resistencia

se presenta cada un millén o 10 millones del total. Frente a tal exposicién mantienen
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la capacidad replicativa, reemplazando a la poblacion original con una nueva
resistente. Fendmeno que obedece principalmente a practicas de uso

indiscriminado de antibiéticos (58).

El mecanismo de resistencia de mayor relevancia en las bacterias Gram-negativas
es la produccion de betalactamasas; clinicamente consideradas como de alto
impacto estan las BLEE, las inducibles tipo Amp-C y las carbapenemasas. En
cuanto, a los mecanismos no enzimaticos, resaltan la alteracion de los
transportadores de membrana de tipo porina, asi como la expresion de las bombas
de expulsion. El grupo que lidera el nimero de aislamientos entre los bacilos Gram-
negativos son: Escherichia coli, Klebsiella neumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
baumannii,

Acienetobacter los cuales logran alcanzar un mayor nivel de

multirresistencia (44).

4.2.5.1 Mecanismos de accion y de resistencia bacteriana frente a
quinolonas.

Las quinolonas son una clase de antibioticos que interfieren con la sintesis del ADN,

Respecto del espectro de actividad, las quinolonas se agrupan en cuatro diferentes

generaciones, tal como se aprecia en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de las generaciones de quinolonas.

Generacion Representantes Espectro de actividad

Primera Acido nalidixico, acido | Bacilos Gram negativos: E. coli,
oxolinico, acido piromidico, | Proteus spp., Klebsiella spp.,
acido pipemidico, rosoxacina, | Enterobacter spp., Serratia spp.,
cinoxacina, flumequina. Citrobacter spp., Salmonella spp.,

Shigella spp.

Segunda Ciprofloxacina, enoxacina, | P. aeruginosa, M. catarrhalis,
fleroxacina, lomefloxacina, | Acinetobacter spp., S. maltophilia,
nadifloxacina, norfloxacina, | H. influenzae, N. gonorrhoeae, V.
ofloxacina, pefloxacina, | cholerae, Campylobacter spp.
rufloxacina
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Tercera Levofloxacina, esparfloxacina, | Al igual que la primera y segunda
tosufloxacina, temafloxacina, | generacion.

grepafloxacina

Cuarta Balofloxacina, clinafloxacina, | Bacilos Gram positivos, espectro
gatifloxacina,  gemifloxacina, | extendido en anaerobios vy
moxifloxacina, pazufloxacina, | “atipicos”

arenfloxacina, sitafloxacina,

rovafloxacina, trovafloxacina

Fuente: Infecciones por E Coli. Alvarez, Garza y Vazquez. (54)

4.2.5.2Mecanismos de accion antibacteriana de las quinolonas

El mecanismo de accion de las quinolonas es la inhibicion de la accion de las
topoisomerasas tipo Il (ADN girasa) y topoisomerasa IV. En bacterias Gram-
negativas la ADN girasa, es el blanco principal mientras que la topoisomerasa IV
actuaria como diana secundaria. EI ADN girasa es una enzima compuesta por
cuatro subunidades, dos cadenas A y dos B codificadas por los genes gyrAy gyrB,
respectivamente y es la encargada de catalizar el super enrollamiento negativo del
ADN. En el caso de la topoisomerasa IV, blanco principal en el caso de las Gram-
positivas, se trata también de una enzima con cuatro subunidades codificadas por

parC y parE, homologas a gyrA 'y gyrB, respectivamente (59).

Las quinolonas al interferir con la sintesis del ADN, llevan a la muerte bacteriana
por medio de la fragmentacion cromosdmica. Se introducen en la pared celular

mediante porinas. (54).

4253 Mecanismos de resistencia de bacterias frente a

guinolonas.

Los sistemas de resistencia a quinolonas se dividen en dos grupos: ) los que estan
codificados en genes cromosomicos, que incluyen las modificaciones en los sitios
blanco del antibidtico y los sistemas de expulsién; y 1) los codificados por genes
presentes en plasmidos, que incluyen a las proteinas Qnr, la enzima aminoglucésido

acetil transferasa modificada y los sistemas membranales de expulsion.

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 20



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

Entre los mecanismos moleculares de resistencia a estos antibidticos, se
encuentran las mutaciones en los blancos de quinolonas, asi como el aumento de
la expresion de bombas de expulsion activa y la transferencia de genes de
resistencia plasmidicos. La alta resistencia hacia fluoroquinolonas, tales como la
ciprofloxacina, se relaciona con mas de una mutacion a nivel de gyrA, gen que
codifica una subunidad de la ADN girasa (normalmente ademas del codon 83 se
afecta el codén 87) o con mutaciones ademas en gyrA, gen que codifica una
subunidad de la ADN girasa a nivel de otros genes como parC, gen que codifica una

subunidad de la topoisomerasa (codones 80 o 84 de manera usual) (60).

La resistencia a fluoroquinolonas, especificamente a ciprofloxacina y norfloxacina,
se ha relacionado con la variante cr de la acetiltransferasa 6’, que debido a la
presencia de dos cambios de aminoacidos en los codones 102 y 179, es capaz de
acetilar no solo aminoglucésidos (AAC (6°)-Ib), sino también algunas

fluoroquinolonas provocando su inactivacion (61).

Otro mecanismo de resistencia a quinolonas es relacionado con la transferencia de
genes mediante plasmidos, como es el caso de los genes Qnr que codifican a la
familia de las proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, QnrD) que se unen a la ADN
girasa (gyrA 'y gyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE) disminuyendo la accion

de las quinolonas (60).

4.2.6 Antraquinonas.
4.2.6.1 Antecedentes.
Son un grupo de moléculas que se encuentran de forma natural en algunas plantas,
hongos e insectos y que sirven como base para elaborar pigmentos, por lo que son
utilizadas como colorantes. Ademas, tienen alta importancia por sus diversas
actividades farmacolégicas entre las cuales se destacan las laxantes y potenciales
propiedades anticancerigenas, antimicoticas, antiinflamatorias, antiartriticas,
antibacterianas entre otras. En el reino vegetal estan distribuidas en diversas
familias de plantas especialmente las familias Xanthorrhoeaceae, Polygonaceae,

Rhamnaceae, Rubiaceae y Fabaceae (62).
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El nombre de "antraquinona" fue propuesto por Graebe y Liebermann en 1868, a
pesar de que el compuesto ya fue sintetizado por Laurent en 1840 a través de la
oxidacién de antraceno con acido nitrico, y fue inicialmente llamado antracenusa.
Graebe y Liebermann establecieron la relacion entre antraceno, antraquinona y
alizarina; al mismo tiempo que plantearon la formula estructural para el antraceno;
y alizarina sintetizada del antraceno como el primer colorante natural que se preparé
sintéticamente. A pesar de esto, fue Fittig en 1873 quien definié la estructura

correcta de dicetona de la antraquinona (12).

4.2.6.2 Fuentes naturales de antraguinonas.
Las antraquinonas se encuentran en un gran numero de familias de plantas,
bacterias, hongos, liguenes, en la siguiente tabla se presentan algunas de ellas y

Su respectiva descripcion:

Tabla 2. Fuentes naturales de antraquinonas.

Nombre Nombre cientifico Propiedades Antraquinonas
Comun medicinales relacionadas
Aloe vera | Aloe barbadensis miller Antiséptico Crisofanol
— Sabila Antinflamatorio Aloe-emodina
Antiasmatico Barboloinas Ay B
Cicatrizante
Laxante
San Juan | Hypericum perforatum Antidepresivo Hipericina
Ruibardo Rheum rhabarbarum Laxante Alizarina
Antiflogistico _ Crisofano
Aloe-emodina
Fisciona
Rhamnus frangula Laxante Fisciona
Frangula Emodina
Reidinas A,By C
Cascara Rhamnus purshiana Laxante ~ Emodina
sagrada Aloe- emaodina
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Sen Cassia angustifolia Laxante Aloe-emodina

Vahl Reinas libres
Monogicosidos

Senidinas A, By C.

Fuente: (63) (64) (65) (66) (67).

Las plantas que contienen antraquinonas, por ejemplo, el ruibarbo (Rheum
rhabarbarum) y el aloe, se conocen y usan desde hace mas de 4.000 afios en la
medicina popular (12),. Asi, las antraquinonas obtenidas a partir de extractos
frescos o0 secos de diferentes plantas como del Aloe, han demostrado propiedades
antibacterianas, fungicidas y antivirales. Por ejemplo, se ha evidenciado la
efectividad antibacteriana de compuestos derivados de Aloe vera frente a E. coli
(23). Por su parte el Rheum rhabarbarum conocidos como ruibarbo chino, contiene
metabolitos secundarios y crecen en India, China, Corea y Japon (68).

Las antraquinonas tienen alta reactividad, lo que les permite formar complejos con
los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas, inactivando y anulando su funcion, lo
gue incide en el potencial antimicrobiano de este grupo. La hipericina es un ejemplo,
se trata de una antraquinona aislada de la hierba de San Juan (Hypericum

perforatum), planta que en la antigiiedad era utilizada como antidepresivo (69).

Otro ejemplo es la planta Bersama engleriana (Melianthaceae) cuyo analisis
fitoquimico reporto la presencia de antraquinonas, los extractos se aplicaron sobre
cepas de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, mostrando alta actividad

sobre bacterias como Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis.

La diversidad quimica y las actividades biolégicas de la antraquinona fangica y los
derivados de origen marino son considerables; por lo tanto, pueden representar un
recurso prometedor para identificar nuevos candidatos a farmacos terapéuticos
(13).

Los principios activos de la corteza de la Frangula (Rhamnus frangula) son entre
otros derivados de los hidroxiantracénicos y heterdsidos de antraquinonas, adicional

poseen una propiedad laxante este efecto se da por la presencia de principios

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 23



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

activos de la frangula lo que hacen incrementar el peristaltismo intestinal, se trata

de un laxante util pero mas suave que el Seny el Aloe (3).

Finalmente, las antraquinonas denominadas Senésidos C, D y Heterésidos
presentes en la planta denominada cascara sagrada (Rhamnus purshiana)
pertenece a la familia de las Rhamnaceas que contienen principios activos con
propiedades laxantes, adicional posee efectos expectorantes y accion antiséptica
en las vias respiratorias altos, por lo tanto, es utilizada ampliamente en el uso de

preparaciones para la tos y resfriados (70).
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Il.1.- Disefio de investigacion.

Descriptiva y Experimental.

Il.2.- Poblacion y muestra.

I1.2.1. Universo — Poblacion.

El universo estuvo conformado por las bacterias Escherichia coli, obtenidas por el
aislamiento de muestras de agua residual, procedentes de la Planta de Tratamiento

de Aguas Residuales de Ucubamba en la ciudad de Cuenca.

[1.2.2 Muestreo y muestra.
La muestra fue constituida por 20 cepas de Escherichia coli que fueron aisladas e

identificadas a partir del agua residual de Ucubamba.

Il.4.- Definicidn y clasificacion de las variables.
Se consideraron como variables a la sensibilidad, resistencia y potenciacion o

sinergismo de las cepas de E. coli, tal como muestra la tabla 3:

Tabla 3. Operalizacién de variables.

Variables Definicion Dimension Indicador Escala

Sensibilidad. | Reduccion de la Halo de | diametro
viabilidad o de la | Cuantitativa. | inhibicion. (mm).
capacidad de proliferar
de una bacteria por
accioén de un agente.

Resistencia. | Capacidad de un | Cuantitativa. | Halo de | diametro
microorganismo de inhibicion. (mm).
resistir los efectos de un
agente antimicrobiano.

Potenciacién | Capacidad de una | Cuantitativa. | Aumento de | Tamafio de la

0 sinergismo. | agente para aumentar el halo de | distorsion del
efecto de un inhibiciéon, en | halo de
antimicrobiano. relacion con | inhibicién

el halo del | entre disco

antibidtico antibiotico y

solo. antraquinona
(mm).

Elaborado por: Autores.
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Il.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.

Método bibliografico. — Se realizd una revisién de la literatura que permitio
fundamentar los resultados de la investigacion, para ello se seleccion6 fuentes de
informacion validas en los motores de busqueda académicos y publicaciones

indexadas a revistas cientificas.

Método experimental. — Este método fue aplicado mediante el desarrollo de
ensayos experimentales para evaluar el efecto de las diferentes antraquinonas solas
0 combinadas con ciprofloxacina sobre las cepas aisladas. Con los resultados
obtenidos se construyeron tablas en el programa Microsoft Excel con el propésito de

facilitar el manejo de la informacion obtenida.

El procesamiento de los datos obtenidos se realiz6 en el programa estadistico SPSS
version 20, los resultados se exponen a través de tablas y graficos estadisticos,
calculando la media aritmética con la desviacion estandar de los halos de inhibicion
de los compuestos evaluados. Ademas, se realiz6 el andlisis de varianza, seguida

de la prueba de Tukey.

[1.5.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos.

v' Aislamiento e identificacion de las cepas Escherichia coli.
Las muestras de coliformes totales fueron proporcionadas por el laboratorio de la
Planta de tratamiento de aguas residuales de Ucubamba, la misma que se
encuentran bajo la administracion de ETAPA EP. Por consiguiente, se transportaron
en un contenedor y fueron trasladadas hacia el laboratorio de la Carrera de

Biofarmacia de la Universidad Catodlica de Cuenca.
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Tabla 4. Equipos y materiales utilizados en el proceso experimental.

Descripcion

Marca

Estufas

Memmert

Balanza Analitica

Boeco Germany

Contador de colonias

Boeco Germany

Descripcion

Marca

Agar EMB X 500 g Himedia
Agar Mueller Hinton X 500 g Himedia
Ciprofloxacina 5 mcg x 50 U Bioanalysis
Eppedorf Tubo 1,5 ml Grad Funda X 500 U Global
Gram Alcohol Acetona x 100 ml Quimical
Gram Violeta Cristal x 100 ml Quimical
Fucsina (Safranina) x 100 ml Quimical
Gram Lugol x 100 ml Quimical
Agua Oxigenada Paracelso

Solucidn salina (0,9%) 500 mi

Kit Pruebas bioquimicas

Microgen GNA

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Fisher Chemical

1,8 dihidroxiantraquinona Sigma Aldrich
1,8 dihidroxi-4,5, dinitroantraquinona Sigma Aldrich
1,5-dinitroantraquinona Sigma Aldrich
Antragquinona Sigma Aldrich

Elaborado por: Autores.

Cultivos.

Los cultivos bacteriolégicos son un método para la proliferacion deliberada de un

microorganismo dentro de un medio adecuado para su desarrollo. El cultivo se

realiz6 usando meétodos estandar de laboratorio para identificar y aislar las bacterias

usadas en el estudio.

Para esto se realizaron los siguientes pasos:

1.

Se esterilizo el asa bacteriologica posteriormente se introdujo en el tubo que

contenia los coliformes totales.

Se realiz6 una siembra de estria por agotamiento en medio Agar con Eosina

y Azul de Metileno (EMB).

Se incubaron las muestras por 24 horas a 37 °C y se identificaron las

colonias.
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4. Se seleccionaron las colonias aisladas de interés que presentaron ciertas
caracteristicas como es un centro negro oscuro e incluso negro con brillo que

se torna verde metalico cuando se observa con la luz.

- Conservacion.
1. Se colocaron las colonias en tubos Eppendorf con 200 L de solucién salina.
2. Se afadié glicerina estéril a este tubo hasta alcanzar una concentracion del
15%.
Se colocaron estas bacterias en tubos criogénicos con esta solucién.

Posteriormente, se procedi6 a sellar y congelar a -20 °C

- Preparacion de las antraquinonas.
Las antraquinonas se disolvieron empleando como solvente Dimetilsufoxido
(DMSO). Las concentraciones preparadas fueron: 4 pM para la 1,8-
dihidroxiantraquinona, 1,8-dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona y 1,5-
dinitroantraquinona, mientras que, por su menor solubilidad la antraguinona se

preparé a la concentracion 1 uM.

- Tincion de Gram.
Este procedimiento permite diferenciar bacterias en dos grandes grupos: las
bacterias Gram-positivas y las Gram-negativas. ElI primer grupo de
microorganismos posee una pared celular gruesa conformada de peptidoglicano,
aunque carecen de una membrana celular externa, mientras que el segundo grupo,

posee de capa fina de peptidoglicano, pero con una membrana celular externa (71).

- Preparacion de la muestra.

1. Se afadi6é una gota de suero fisiolégico y se colocd una colonia aislada,
suspendiendo la muestra sobre un portaobjetos.
Se fij6 la muestra aplicando calor.

3. Se colocd el portaobjetos en una bandeja para tincion.

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 28



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

- Tincion.

1. Se cubri6 la preparacion con colorante Cristal violeta por un 1 minuto y se
lavé con agua destilada la superficie de la placa.

2. Después, se colocd la solucién de Lugol durante un minuto y se procedio a
lavar.

3. Se agregd6 Alcohol acetona durante un periodo de 10 a 15 segundos y se
lavé inmediatamente (decoloracion).

4. Posteriormente, se afiadié Safranina a la preparacion durante 1 minuto y se
lavé.

5. Luego, se procedio a secar el portaobjeto.
Se afadio aceite de inmersion a la muestra.

7. Por ultimo, se observd con el lente 100X y se identificé a las bacterias
(Bacilos Gram-negativos).

- Prueba de Catalasa.

1. Se coloco una colonia fresca sobre el portaobjetos

2. Se observé inmediatamente si existio la presencia de burbujas, lo que
evidencia la liberacidon de oxigeno.

3. Finalmente, se reportaron los hallazgos.

- Pruebas Bioquimicas.

Se utilizaron pruebas bioquimicas de la marca Microgen GNA que consisten en una
tira compuesta de 12 substratos deshidratados estandarizados, cada pocillo se
reconstituye con una suspension de solucion salina del organismo a identificar. En
el caso de los sustratos metabolizados por el microorganismo, se observo un
cambio en su coloracién durante la incubacion o después de la adicion de reactivos

especificos.
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- Preparacion de la muestra

1. Se colocé 3 ml de Solucién Salina (0,9%) en tubos de vidrio y se recolecto
una colonia del agar nutritivo, empleando un asa previamente esterilizada.

2. Posteriormente, se aplicd una agitacion leve a cada uno de los tubos hasta

generar una re-suspension.

- Procedimiento para realizar pruebas bioguimicas.

1. Se pipetearon 100 L de la suspension y se colocaron en cada uno de los
pocillos, luego se homogenizaron.

2. Posteriormente, se afiadié 2 gotas de aceite mineral en los pocillos 1,2,3 y
9, con borde de color negro.

3. Se incubaron por un periodo de 24 horas a 37 °C.
En el pocillo 12, se adiciono Triptéfano Desaminasa (TDA) e
inmediatamente, se realizo la lectura del resultado.

5. Luego, se afadio 2 gotas de reactivo de Kovacs en el pocillo nimero 8 y se
reviso el resultado en el transcurso de dos minutos.

6. En el pocillo 10, se afiadio una gota de Voges Proskauer (VPI) 1y luego una
gota de VP2. Transcurrido los 30 minutos se procedié a la lectura

correspondiente.

- Interpretacion:

Para identificarse como E. coli, las bacterias deben presentar los siguientes

resultados:

Tabla 5. Interpretacién de pruebas bioquimicas para Escherichia coli.

Pruebas bioquimicas Resultado Coloracion
Lisina (+) Verde / azul
Ornitina (+) Azul
H.S ) Amarillo palido
Glucosa (+) Amarillo
Manitol (+) Amarillo
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Xilosa (+) Amarillo
ONPG (+) Amarillo

Indol (+) Rosa / Rojo
Ureasa ) De color paja a rosa

salmén palido

VP ) Incoloro a rosa palido
Citrato ) Amarillo/ Verde palido
TDA O] Color paja

Elaborado por: Autores.

Determinacion de la sensibilidad de antraguinonas y ciprofloxacina sobre
cepas de Escherichia coli.

Para iniciar con este procedimiento se estandarizo el nUmero de bacterias E. coli en
cada una de las muestras, de esta forma se obtuvo una cantidad equivalente a 0,5

dentro de la escala McFarland.

Para la evaluacion de la sensibilidad efectud el siguiente procedimiento realizado
por Ali et al. (72):

= Se realizé la siembra de las bacterias en el Agar Mueller Hinton.

= Se colocaron discos de ciprofloxacina y discos de papel filtro cargados con 5
ul de cada una de las antraquinonas por separado.

= Se incubaron las placas a 37 °C por 24 horas.

=  Se midio el tamafio del halo de inhibicion.

v' Evaluacion del potencial sinérgico de antraquinonas con ciprofloxacina

sobre cepas de Escherichia coli.
Para este experimento se uso el protocolo descrito por Kaur et al. (73):

= Se realiz6 una siembra de las bacterias (0,5 en la escala de McFarland) en
el agar Miller Hinton.
= Se afadio un disco de ciprofloxacina en el centro y los discos con 5 pL de

cada una de las antraquinonas separadas a una distancia de 2 cm del disco
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central. Ademds, se colocd un disco con 5 pL de DMSO como control

negativo.

= Seincubaron las placas a 37 °C por 24 horas.
= Una distorsion o incremento del tamafio del halo de inhibicidn del disco de
ciprofloxacina cercano a alguna de las antraquinonas sugiere que existe

capacidad de aumentar el efecto de la ciprofloxacina.

I1.6.- Aspectos éticos

Durante el desarrollo de la investigacion, se aplicaron la normas y medidas de
proteccién personal como: guantes, batas quirlrgicas, zapatos desechables, cofias
y mascarillas. Con la finalidad de evitar contaminacion de las muestras o por parte

de los autores de la investigacion.

El presente trabajo no incurre en contradicciones bioética, sin embargo, fue

necesario obtener una autorizacion para el acceso y adquisicion de las muestras.

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar 32



CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

1.1 RESULTADOS
Aislamiento e identificacion de Escherichia coli en muestras de agua.

Se obtuvo 20 tubos con coliformes totales en agua, con los cuales se realizé una
siembra de estria por agotamiento en placas con Agar EMB y se procedio a incubar
por un periodo de 24 horas a 37 °C.

Se presentd un crecimiento significativo en las 20 muestras, lo que se evidencio por
la caracteristica particular de reaccionar con EMB, como es un centro oscuro e
incluso negro con brillo verde metalico cuando se observa con la presencia de la
luz, surgiendo de esta manera la presencia de Escherichia coli. Por consiguiente,
se realiz6 la prueba de catalasa, colocando una gota de peréxido de hidrégeno al

3% en un portaobjetos.

De las 20 cepas aisladas 15 evidenciaron la presencia de la enzima catalasa como
se observa en la Tabla 6, ya que al agitar estas presentaron burbujas.
Posteriormente, se efectud la tincion de Gram en las cepas que presentaron
catalasa (+) donde solo 12 mostraron bacilos con coloracion rosa palido,
caracteristica de bacterias Gram-negativas. De la misma manera, se procedio a
realizar las pruebas bioquimicas Microgen GNA, donde 10 cepas presentaron los
resultados esperados para identificar a la bacteria presente como E. coli. De esta
forma, se obtuvo 10 bacterias para proseguir en los experimentos planificados.

Tabla 6. Resultados de la prueba para identificar presencia de catalasa, tincion de Gram y
pruebas bioquimicas en las 20 muestras.

Muestras Catalasa Tincién Gram Pruebas Bioquimicas
1 (+) ) (+)

(+) ) (+)

(+) ) (+)

(+) ) (+)

(+) ¢) (+)

(+) ¢) (+)

(+) ¢) (+)

(+) ) (+)

| N O O A W DN
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9 (+) () (+)
10 (+) () (+)
11 (+) () ()
12 (+) () ()
13 (+) *+) ()
14 (+) *+) ()
15 (+) *+) ()
16 () *+) ()
17 () *+) ()
18 () *+) ()
19 () *+) ()
20 () *) ()

Nota: (+) Positivo para Catalasa; (-) Negativo para Catalasa, (+) Positivo para Pruebas Bioquimicas;
(-) Negativo para Pruebas Bioquimicas, (+) Gram Positivo; (-) Gram Negativo.

Elaborado por: Autores.

Evaluacion de la sensibilidad de Escherichia coli frente a ciprofloxacina.

Con la finalidad de evaluar la sensibilidad frente a ciprofloxacina de las 10 cepas de

E. coli, se empled el método de Kirby Bauer. En el caso de la ciprofloxacina se

coloco un disco en cada placa, alcanzado un total de 10 muestras.En tal virtud, se

presentan los resultados producidos por ciprofloxacina, segun el diametro de

inhibicidon del crecimiento bacteriano.

Tabla 7. Medicion de las zonas de inhibicion producida por ciprofloxacina.

Muestra

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

=

32

34

32

34

28

34

34

34

O O N[O U B~ WDN

39

=
o

28
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Elaborado por: Autores

Los patrones estandar del halo de inhibicion para cepas de E. coli, clasifican la
sensibilidad de la ciprofloxacina de la siguiente forma: < 15 mm es resistente, entre

16-20 mm es intermedio y = 21 es sensible (74).

Como se observa, en resultados frente a la ciprofloxacina todas las bacterias
presentaron zona de inhibicion con valores mayores a 21 mm, hallazgos que se
enmarcan en el rango de sensibilidad. Estos resultados indican que las cepas

estudiadas, no presentan resistencia frente al compuesto evaluado.
Evaluacion de sensibilidad de Escherichia coli frente a las antraquinonas.

Cuando se evalud la sensibilidad de E. coli frente a las antraquinonas, los discos
cargados con 5 pl de antraquinona (equivalente a 1,25 ug), 1,8-
dihidroxiantraquinona (equivalente a 5 ug) y 1,5-dinitroantraquinona (equivalente a
5 pg), no presentaron una zona de inhibicién. No obstante, los discos con 5 ul de
1,8 dihidroxi - 4,5 dinitroantraquinona (equivalente a 5 pg) en las muestras 6 y 9
presentaron una zona de inhibicion promedio de 14 mm, lo que sugiere que este

compuesto es capaz de ejercer algun efecto antibacteriano sobre estas cepas.

Tabla 8. Medicidn de las zonas de inhibicién producida por antraquinonas. Los resultados
representan la media aritmética de tres experimentos realizados en triplicado.

Muestras Promedio del didmetro de la zona de inhibicion (mm)
1,8 1,8 dihidroxi - 4,5, 15 Antraguinona

dihidroxiantraquinona | dinitroantraquinona | dinitroantraquinona
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 14 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 14 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0

Elaborado por: Autores.
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Evaluacién de la sensibilidad de Escherichia coli frente a la combinacién de

ciprofloxacina y antraguinonas.

Para el andlisis de la sensibilidad de E coli frente a la combinacién de antraquinonas
y ciprofloxacina, se realiz6 el método de doble disco. Con respecto a la sensibilidad
de los aislados frente a ciprofloxacina junto con antraquinonas, en la serie de la
lectura y medicién de los halos, se observé que todas las cepas fueron sensibles a
ciprofloxacina, puesto que los halos de inhibicion se encuentran por encima del

promedio = 21 (sensible), mientras que por antraquinonas no presentaron inhibicién.

Se observa que la mayoria de las bacterias son sensibles a ciprofloxacina, en mayor
proporcion las placas de la muestra 9, cuyos halos de inhibicion corresponden a 39
mm a diferencia de la muestra 10 que presenta halos de crecimiento que oscilan

entre 27 mm.

Tabla 9. Medicion de las zonas de inhibicion producida por ciprofloxacina y antraquinonas.

Promedio del diametro del halo de inhibicion (mm)

dihidroxi | dinitroantraguinona | dinitroantraquinona

Ciprofloxacina 1.8 1,8 dihidroxi - 4,5, 15 Antraquinona

33 0 0 0

33

33

34

31

33

34

33

©| 0| Nl o 0| M| W| N | Muestras

39

elicleliolleollollolleolNe]
eliclleoliolleollollollolNe]
Ol OO0 0|O0|0|O0|O
Ol OO0 0| O0|0|0|O0|Oo

10 27

Elaborado por: Autores.

En la Figura 2, se muestra el diagrama de dispersion de las 10 muestras por el
tamafio de halo de inhibicién por 1,8 dihidroxi - 4,5 dinitroantraquinona (azul) y
ciprofloxacina (verde). Como se observa, la mayoria de las muestras no exhiben
halos de inhibicién por 1,8 dihidroxi - 4,5 dinitroantraguinona, con excepcion de las

muestras 3y 6 que presentan valores mayores a 10mm, pero menores a 15mm. Por
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su parte, frente a ciprofloxacina la mayoria presentaron zonas de inhibicion entre
32,5 mmy 35 mm, mientras que la muestra 10 y 5 presentan un valor menor a 27,0

mm y el aislado 9 toma un valor mayor a 39,0 mm.

Figura 2. Distribucion de los valores del diametro de los halos de inhibicién de las muestras.

0

15,00 o] 40,00

Q
0
.

10,00

5,00

Tamafio del halo de inhibicion por antroquinena (mm)
() euioexopoldia Jod uglaiqiyul ap ofey ap ouewe |

o0 T T T T | T T
,00 2,00 4,00 &,00 2,00 10,00 12,00

Muestras_completas

Elaborado por: Autores.

Una vez medidos los halos de inhibicion que determinan la sensibilidad de
ciprofloxacina y el poco efecto frente a antraquinonas sobre las cepas de E. coli, se
procedio arealizar las pruebas estadisticas mediante el analisis Manova, para medir
la variacion entre las medias de los diametros de los halos y la prueba Tukey, para
identificar la diferencia entre las mismas, para ello se utilizé los datos de la
antraquinona 1,8- dihidroxi -4,5 dinitroantraquinoina que fue la Unica que presento
efecto significativo de zona de inhibicion y con respecto a ciprofloxacina se utilizaron

todos los datos.
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Tabla 10. Estadistica descriptiva de las muestras por tamafio de halo de inhibicion.

Compuesto Muestras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ciprofloxacina Minimo 33 33 32 34 28 32 33 32 38 26
Mé&ximo 34 34 34 34 33 34 34 34 39 28

Media 335| 335 33 34|31,8|328|335]|325| 38,8 27

Desviacion | 1,00 | 0,58 | 1,15 | 0,00 | 2,50 | 0,96 | 0,58 | 1,00 | 0,50 | 0,82
estandar

Varianza | 1,00 | 0,33 1,33 | 0,00 | 6,25| 0,92 | 0,33 | 1,00 | 0,25 | 0,67

Antraquinona Minimo 0 0 13 0 0 13 0 0 0 0
Méaximo 0 0 15 0 0 15 0 0 0 0
Media 0 0 14 0 0 14 0 0 0 0

Desviacion | 0,00 | 0,00 | 0,82 | 0,00 | 0,00 | 0,82 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
estandar

Varianza | 0,00 | 0,00 | 0,67 | 0,00 | 0,00 | 0,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Elaborado por: Autores.

En la Tabla 10, se exhibe la estadistica descriptiva de las muestras, como se
observa los diametros de los halos de inhibicion de la ciprofloxacina tienen efecto
en todas las muestras, mientras que la 1,8-dihidroxi-4,5 dinitroantraquinona, solo en

los aislados 3y 6.

En este sentido, el mayor valor promedio de diametro de inhibicibn por
ciprofloxacina presenta la muestra nueve, con una desviacion estandar de 38,8 mm
una desviacion estandar de 0,50 y una varianza de 0,25, mientras que el menor
valor presenta el aislado 10 con un valor medio de 27 mm y una desviacion estandar

de 0,82 y una varianza de 0,67.

Por su parte, la 1,8-dihidroxi-4,5 dinitroantraquinona en la muestra 3 y 6 presenta
un valor minimo de halo de inhibicion de 13 y un maximo de 15 con una media de

14, una desviacién estandar de 0,82 y una varianza de 0,67.
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Tabla 11. Prueba Manova para ciprofloxacina y antraquinona.

Efecto Valor F Gl de gl de Sig.
hipotesis error
Muestras Traza de 1,886 55,019 18,000 60,000 ,000
Pillai
Lambda de ,000 170,797° 18,000 58,000 ,000
Wilks
Traza de 331,221 515,232 18,000 56,000 ,000
Hotelling
Raiz mayor 323,225 1077,416 9,000 30,000 ,000
de Roy ¢

Elaborado por: Autores.

Como se observa en la Tabla 11, los resultados de la prueba Manova, para

ciprofloxacina y antraguinona muestra un valor de significancia de 0,00 menor a

0,05, por lo que se rechaza la hipotesis de igualdad de medias de los aislados, es

decir, al menos dos de las medias de los valores del diametro de inhibiciobn son

diferentes en los aislados analizados.

Para saber que muestras presentan diferencias se utilizo la prueba de Tukey que

se muestra a continuacion.

Tabla 12. Prueba de Tukey para la ciprofloxacina.

Muestra

N

Subconjunto para alfa = 0,05

1

2

3

=
o

27,00

31,75

32,50

32,75

33,00

33,50

33,50

33,50

34,00

O | [|NN|FP|W | O |00 |0

R E N e o o R e e

38,8

Sig.

1,000

,151

1,00

Elaborado por: Autores.
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Como se observa en la Tabla 12, la prueba de Tukey dividié a las muestras en tres
subconjuntos, lo que indica las diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de los aislados analizados y los que se ubican en la misma columna implica

gue no difieren significativamente.

En este sentido, las muestras 1,2,3,4,5,6,7 y 8 pertenecen al subconjunto dos que
no presentan diferencias estadisticamente significativas en el valor promedio del
didmetro de inhibicion con valor minimo de 31,75 mm y un valor maximo de 34 mm,
mientras que los aislados 9 y 10 si presentan diferencias significativas en
comparacién con los demas aislados con un valor de 27 mm y 38,8 mm,

respectivamente.

Los resultados evidencian que todas las muestras de E. coli son sensibles a la

ciprofloxacina debido a que toman valores mayores a 21.

Tabla 13. Prueba de Tukey para la antraquinona.

Muestras N Subconjunto

,0000
,0000
,0000
,0000
,0000
,0000
,0000
,0000

© |00 |N |01 [N |-

14,0000
14,0000

Sig. 1,000 1,000
Elaborado por: Autores.

R R N NN

Como se observa en la Tabla 13, la Prueba de Tukey para 1,8- dihidroxi -4,5
dinitroantraquinoina presenta dos subconjuntos en los que la mayoria de las
muestras presentaron una media de 0 mm, mientras que en los aislados 3 y 6

presentaron un valor promedio de 14 mm.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los experimentos de sensibilidad
frente a la ciprofloxacina y a las antraquinonas por separado realizados al inicio de
la investigacion. Sin embargo, no se observo en ninguno de los casos una distorsion
o0 aumento de la zona de inhibicion de la ciprofloxacina inducido por la cercania de

alguno de los discos con antraquinonas, como se muestra a continuacion:

Figura 3. Medicion de los halos de inhibicién de la muestra 3y 6.

Muestra 3. Muestra 6.

Elaborado por: Autores.

lll. 2 Discusion

Las bacterias Gram-negativas son unos de los grupos bacterianos que tienen un
incremento de la resistencia antimicrobiana, siendo E. coli una causa frecuente de
infecciones bacterianas comunes como del tracto urinario, bacteriemias y diarreas,

ademas, constituye un agente etiolégico de meningitis neonatal y neumonia (75).

Por lo antes expuesto, la evaluacién de la capacidad antibacteriana de las
antraguinonas sintéticas solas o en combinacion con ciprofloxacina sobre cepas de
E. coli, fue el propdsito del presente estudio, para ello, se aislo e identifico a la
bacteria a partir de 20 muestras obtenidas de agua residual del laboratorio de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Ucubamba de la ciudad de Cuenca.

Se estudio la sensibilidad in vitro de los aislados a ciprofloxacina y antraquinonas
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(antraquinona, 1,8- dihidroxiantraquinona, 1,5 dihidroxiantraquinona y 1,8-dihidroxi-

4,5 dinitroantraquinona) utilizando el método de Kirby Bauer.

De las 20 muestras evaluadas, se obtuvo 10 aislados de E. coli. A partir de la
identificacion de las muestras de E. coli, se realizaron los antibiogramas para
determinar la susceptibilidad de las cepas frente a ciprofloxacina y antraquinonas
por separado y en combinacion. En efecto, los resultados obtenidos muestran que,
en la evaluacién por separado, frente a la ciprofloxacina en las 10 cepas se presento
sensibilidad (halo de inhibicion = 21 mm), lo que significa que las cepas no fueron

resistentes frente al compuesto.

Los resultados encontrados para ciprofloxacina difieren con los valores presentados
por Izquierdo (76), en donde, se valoro la eficacia antibacteriana de los tratamientos
para E. coli a partir de Chenopodium ambrosioide |., comparado con ciprofloxacina,
en una muestra de 32 placas, es decir, 160 cepas, que fueron cultivadas en el
laboratorio, por una parte la bacteria presento resistencia a ciprofloxacina, dado que
presenté un halo de inhibicion promedio de 14,26 mm, en cambio por Chenopodium
ambrosioide I. se presenta una zona de inhibicion de 11,64 mm. La diferencia de los
resultados, especialmente por ciprofloxacina se puede ocasionar porque en el
experimento de lzquierdo (76) utilizaron el método de crecimiento de colonias,

equivalente a un 0,5 McFarland estandar.

Por otro lado, el presente estudio concuerda con los datos presentados por Alves,
Jerénima y Sousa (77), investigacion realizada en Brasil para analizar el efecto de
la ciprofloxacina frente a E. coli. Las muestras de bacterias se tomaron de una
colecciéon de cultivos de laboratorio de andlisis de un hospital de la region. Los
resultados de las medias aritméticas de los halos de inhibicién para la bacteria
muestran que la ciprofloxacina tuvo un diametro de crecimiento superior a los 37
mm, lo que evidencia sensibilidad. Como se observa en este estudio las cepas se
tomaron de un hospital, en donde se presenta mayor sensibilidad, presumiblemente

por la accién de otros antibidticos ya suministrados a los pacientes.
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De igual manera, Romeu, Salazar, Lugo, Rojas y Eslava (75), reportaron que a
partir de 113 aislados de E. coli colectados de rios de la zona urbana, 11 cepas
resultaron resistentes a ciprofloxacina. En tal sentido, el 23% de las cepas de E.
coli resultaron resistentes a varios antibiéticos, entre ellos la ciprofloxacina. En este
caso, las muestras provienen de un lugar muy similar a las consideradas en el
presente estudio, pero la resistencia se muestra en un pequefio porcentaje, no
obstante, es evidente que el tamafio de la muestra empleada en esta investigacion

no fue lo suficientemente amplia, por o que ninguna presento resistencia.

En contraste, en la investigacion de Dominguez (78) encontraron que 36 muestras
de E. coli presentaron un didmetro de halo de inhibicion minimo de 26 y maximo de
32, con una media de 28, con ello se evidencio la eficacia de la ciprofloxacina,
resultados que concuerdan con la presente investigacion en donde se evidencio un
valor minimo de 27 y un maximo de 39 mm. Es importante mencionar que las
muestras del estudio de Dominguez (78) se sembraron en el laboratorio (aire
ambiente) por un periodo de 16 a 20 horas. Aunque son resultados similares con

los obtenidos en el presente estudio, se observo una zona de inhibicion menor.

Por otro lado, al realizar las pruebas con las antraquinonas: antraquinona, 1,8
dihidroxi-antraquinona y 1,5 dinitroantraquinona no evidencio una zona de inhibicion
en ninguna de las cepas estudiadas. Sin embargo, con la 1,8-dihidroxi-4,5-
dinitroantraquinona dos de las muestras evaluadas presentaron una zona de
inhibicién minima de 13 mm y maxima de 15 mm. Estos resultados sugieren que
este compuesto podria tener potencial antibacteriano sobre algunas cepas de E.
coli. Obviamente nuevas investigaciones deberian ser realizadas para determinar
los mecanismos que permiten que este compuesto actle solamente sobre algunas

cepas de esta bacteria.

Sin embargo, existe un registro con la evaluacién del efecto de la Cassia reticulata
gue contiene tres antraquinonas  (dixidroxiantraquinonas; 1, 3,8-
tridroxiantraquinona; 1, 6,8-triidroxi-3-metoxiantraquinona), cuyo extracto en

concentraciones al 100% refleja un halo de 23,4 mm, inferior al producido por
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ciprofloxacina con un diametro de 28 mm para las cepas E. coli, demostrando mayor

eficacia antimicrobiana para este antibiético. (78)

Por otro lado, Cooling et al. (79) evidenciaron que 1,8 dihidroxiantraquinona en
cantidades de 2,8,41 y 102 uM no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento bacteriano

de E. coli, resultados que concuerdan con el presente trabajo.

Ademas, estos resultados sugieren que para ser activos este tipo de antraquinonas
requieren de la presencia de grupos nitro en las posiciones 4 y 5 de la antraquinona
junto con los grupos hidroxilo en las posiciones 1 y 8, ya que la antraquinona con
solamente grupos hidroxilo no presentd efecto. Por otro lado, los grupos nitros en
las posiciones 1 y 5, no presentaron beneficio para el efecto antibacteriano en las
concentraciones probadas. Sin embargo, en vista de que la antraquinona sin grupos
funcionales solo fue probada en una cantidad de 1,25 pg en disco, no se puede

descartar que mayores concentraciones puedan exhibir algun efecto.

Los resultados publicados con antraquinonas, hasta el momento de la presente
discusion, no muestran estudios con 1,8-dihidroxi-4,5 dinitroantraquinona, por lo

gue este seria el primer reporte sobre sus efectos sobre algunas cepas de E. coli.

En cuanto a la evaluacion de la sensibilidad de los aislados frente a ciprofloxacina
en combinacion con las antraquinonas, se identificaron los halos de inhibicion de la
ciprofloxacina, cuyos diametros oscilan entre 26 y 39 mm, pero que no se

acrecientan por la proximidad de las antraquinonas.

Por otro lado, un estudio presentado por Dominguez (80) en Peru, verifico la eficacia
de sendsidos (Cassia) y de ciprofloxacina, registrando mayor eficacia de
ciprofloxacina por separado, debido que presenta una zona de inhibicibn maxima
de 32 mm, mientras que al conjugar la ciprofloxacina con antraquinona presenta un

halo de 28mm.

Adicionalmente, tampoco existen antecedentes en la bibliografia del estudio del
potencial de los compuestos usados en el presente trabajo para mejorar el efecto
de la ciprofloxacina. A pesar de que los resultados obtenidos en esta investigacion

no revelan esta capacidad en estas antraquinonas, nuevas investigaciones deberan
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ser realizadas para evaluar su capacidad potenciadora o sinérgica sobre un mayor

namero de cepas.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



IV.1.- CONCLUSIONES

Una vez desarrollado el presente estudio con la finalidad de evaluar la capacidad
antibacteriana de las antraquinonas sintéticas solas y en combinacion con
ciprofloxacina sobre cepas E. coli, se presentan las siguientes conclusiones:

» En las muestras de agua residual se determiné la existencia de E. coli,

mismas que presentan sensibilidad frente a ciprofloxacina.

= Al evaluar los resultados in vitro de la susceptibilidad de E. coli frente a la
antraquinona, se determin6 que Unicamente  1,8-dihidroxi-4,5
dinitroantraquinona muestra halos de inhibiciéon en dos cepas, razén por la
cual, se evidencio un efecto antibacteriano generado por esta antraquinona

sobre las cepas de E. coli.

= Por dltimo, la comparacion de la sensibilidad in vitro de E. coli a la
ciprofloxacina en combinacién con las antraquinonas utilizadas en este
estudio refleja que, las antraguinonas no presentaron capacidad para

aumentar el efecto de la ciprofloxacina.
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IV.2.- RECOMENDACIONES
De acuerdo con las conclusiones precedentes, a continuacion, se presentan las

recomendaciones derivadas del desarrollo del estudio.

» Se deberia estudiar un mayor numero de cepas en futuras investigaciones
para tener un mayor panorama de la situacion de resistencia a ciprofloxacina

en nuestro medio.

= En nuevos trabajos se podria evaluar el efecto de estos compuestos sobre

otras cepas de E. coli, resistentes a otros antibioticos.

= Adicionalmente, se deberia probar la antraquinona sin grupos funcionales en
concentraciones equivalente a las que fueron usadas las otras antraquinonas
de este estudio y asi esclarecer si la ausencia de efecto se debié solamente

a la menor concentracion.

= Ademas, se podria evaluar el efecto de estas mismas antraquinonas
empleando otras metodologias que permitan probarlos en otras

concentraciones, inclusive mayores a las usadas en el presente trabajo.
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Anexo 1. Esterilizaciéon de material.
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Anexo 3. Siembra por estria normal en el agar EMB.
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Anexo 5. Crecimiento de Escherichia coli en Agar EMB.

Anexo 6. Prueba de catalasa realizada en Escherichia coli.
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Anexo 7. Tincidn de Gram realizada a muestras de Escherichia coli.

Anexo 8. ldentificacion de Escherichia coli empleando pruebas bioquimicas Micro
gen GNA.
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Anexo 9. Preparacion del Agar Muller Hinton.

Anexo 10. Incubacion de las muestras de Escherichia coli en Agar Miller Hinton.
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Anexo 11. Medicion de los halos producidos por ciprofloxacina. Muestra 1.
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Anexo 13. Medicion de los halos producidos por ciprofloxacina. Muestra 3.
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Anexo 15. Medicion de los halos producidos por ciprofloxacina. Muestra 5.
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Anexo 17. Medicion de los halos producidos por ciprofloxacina. Muestra 7.
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Anexo 19. Medicion de los halos producidos por ciprofloxacina. Muestra 9.
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Anexo 21. Medicion de los halos producidos por antraquinonas. Muestra 1.
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Anexo 23. Medicion de los halos producidos por antraquinonas. Muestra 3.
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Anexo 25. Medicion de los halos producidos por antraquinonas. Muestra 5.
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Anexo 27. Medicion de los halos producidos por antraquinonas. Muestra 7.
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Anexo 29. Medicion de los halos producidos por antraquinonas. Muestra 9.
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Anexo 31. Medicion de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 1

Anexo 32. Medicidn de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 2.
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Anexo 33. Medicion de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 3.
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Anexo 34. Medicién de los halos producidos por antraguinonas en combinacién con

ciprofloxacina. Muestra 4.
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Anexo 35. Medicion de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 5.

Anexo 36. Medicidon de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 6.
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Anexo 37. Medicion de los halos producidos por antraquinonas en combinacién con

ciprofloxacina. Muestra 7.

Anexo 38. Medicidn de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 8.

Samuel Grunauer Pérez — Ronny Olivo Aguilar



Universidad

Catolica

de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

Anexo 39. Medicion de los halos producidos por antraquinonas en combinacion con

ciprofloxacina. Muestra 9.

Anexo 40. Medicion de los halos producidos por antraquinonas en combinacién con

ciprofloxacina. Muestra 10.
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UNIDAD ACADEMICA DE SALUD Y BIENESTAR
CARRERA DE BIOFARMACIA / BIOQUIMICA Y FARMACIA

Cuenca, 18 de Junio del 2020
Sefior Doctor.
Diego Paul Andrade Campoverde.
Director de la Carrera de Biofarmacia / Biogquimica y Farmacia
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA

Presente. —
Estimado Doctor Diego Andrade:

Yo, GRUNAUER PEREZ SAMUEL GUILLERMO, con cédula de ciudadania
0750205932, solicito ante Ud respetuosamente permiso para realizar la
investigacion de mi trabajo de tesis en las instalaciones de la facultad de
Biofarmacia / Bioquimica y Farmacia de la Universidad Catélica de Cuenca.

Es importante sefalar que esta actividad no conlleva ningun gasto
para la institucion y que se tomaran los resguardos necesarios para no
interferir con el normal funcionamiento de las actividades propias de la facultad.

Con sentimientos de respeto y consideracion.
Atentamente,

DIOS, PATRIA, CULTURA'Y DESARROLLO
“ANO JUBILAR, QUINCUAGESIMO ANIVERSARIO FUNDACIONAL?”

g

Dr. Diego Andrade, MSc. Q.F. Karla Pacheco MSc. Grunauer Pérez Samuel Guillermo
Director de la Carrera de Docente responsable de Unidad Estudiante de la Carrera de
Biofarmacia / Bioquimicay de Titulacién de la Carrera de Biofarmacia
Farmacia Biofarmacia
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UNIDAD ACADEMICA DE SALUD Y BIENESTAR
CARRERA DE BIOFARMACIA / BIOQUIMICA Y FARMACIA

Cuenca, 18 de Junio del 2020
Sefior Doctor.
Diego Paul Andrade Campoverde.
Director de la Carrera de Biofarmacia / Biogquimica y Farmacia
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA

Presente. —

Estimado Doctor Diego Andrade:

Yo, OLIVO AGUILAR RONNY PATRICIO, con cédula de ciudadania 0706627726,
solicito ante Ud respetuosamente permiso para realizar la investigacion de mi
trabajo de tesis en las instalaciones de la facultad de Biofarmacia / Bioquimica y
Farmacia de la Universidad Catolica de Cuenca.

Es importante sefialar que esta actividad no conlleva ningun gasto
para la institucion y que se tomaran los resguardos necesarios para no
interferir con el normal funcionamiento de las actividades propias de la facultad.

Con sentimientos de respeto y consideracion.
Atentamente,

DIOS, PATRIA, CULTURA Y DESARROLLO
“ANO JUBILAR, QUINCUAGESIMO ANIVERSARIO FUNDACIONAL?”

Dr. Diego Andrade, MSc. Q.F. Karla Pacheco MSc. Olivo Aguilar Ronny Patricio
Director de la Carrera de Docente responsable de Unidad Estudiante de la Carrera de
Biofarmacia / Bioquimicay de Titulacién de la Carrera de Biofarmacia
Farmacia Biofarmacia
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PERMISO DEL AUTOR DE TESIS PARA SUBIR AL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL

Nosotros, GRUNAUER PEREZ SAMUEL GUILLERMO y OLIVO AGUILAR
RONNY PATRICIO portadores de las cédulas de ciudadania N° 0750205932 y
0706627726, en calidad de autores vy titulares de los derechos patrimoniales del
trabajo de titulacion “EVALUACION DEL EFECTO DE ANTRAQUINONAS
SINTETICAS COMBINADAS CON CIPROFLOXACINA SOBRE CEPAS DE
Escherichia coli RESISTENTES A ANTIBIOTICOS” de conformidad a lo
establecido en el articulo 114 Codigo Organico de la Economia Social de los
Conocimientos, Creatividad e Innovacion, reconozco a favor de la Universidad
Catolica de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso
no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos. Asi mismo; autorizo a
la Universidad para que realice la publicacion de éste trabajo de titulacion en el
Repositorio Institucional de conformidad a lo dispuesto en el articulo 144 de la Ley

Organica de Educacién Superior.

Cuenca, 27 de Noviembre del 2020

F: F:
C.l: 0750205932 C.l: 0706627726
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Cuenca, 13 de noviembre de 2020

Abogada

Stephanie Alexandra Amaya Pardo.

SECRETARIA AUXILIAR DE LA CARRERA DE BIOFARMACIA
Su despacho.

De mi consideracion.

Luego de expresarle un cordial y atento saludo, por medio del presente
informo que, llevado a cabo el proceso de titulacion, los estudiantes entregaron sus
trabajos a la Unidad de Titulacion e Investigacion - Carrera de Biofarmacia, mismas
gue se encargaron de verificar el contenido de originalidad mediante la herramienta
antiplagio Turnitin, entregando los resultados acordes a las exigencias de la
Universidad.

Asi, GRUNAUER PEREZ SAMUEL GUILLERMO y OLIVO AGUILAR RONNY
PATRICIO, con su trabajo titulado, “EVALUACION DEL EFECTO DE
ANTRAQUINONAS SINTETICAS COMBINADAS CON CIPROFLOXACINA
SOBRE CEPAS DE Escherichia coli RESISTENTES A ANTIBIOTICOS”,
obteniendo en el informe de originalidad un 10% lo cual les permite continuar con

los trdmites correspondientes a su titulacion.

Por la favorable acogida que se digne dar al presente anticipo mis agradecimientos.

Atentamente,

Q.F. Karla Pacheco C. MSc. )
RESPONSABLE DE LA UNIDAD DE TITULACION
CARRERA DE BIOFARMACIA / BIOQUIMICA Y FARMACIA
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