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RESUMEN

Los antibidticos son tratamientos de enfermedades por bacterias, sin embargo, el
surgimiento de cepas resistentes se ha convertido en un problema de salud mundial.
Las antraquinonas son moléculas naturales con efectos terapéuticos. No obstante,

los derivados sintéticos han sido poco estudiados.

Objetivo: Evaluar los efectos antibacterianos de antraquinonas sintéticas cloradas,

hidroxiladas y nitradas solas y en combinacién con ciprofloxacina.

Métodos: La evaluacion fue realizada sobre cepas resistentes a la ciprofloxacina
de bacterias como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. La sensibilidad frente
a las antraquinonas se evalu6 por el método de Kirby-Bauer empleando discos de
papel. Para determinar las CMI se empled el método de macrodilucién en agar. Por
ultimo, se expuso las bacterias a las antraquinonas y se comparé sus efectos con

los del antibi6tico sin combinacion.

Resultados: Se aport6 informacién sobre la capacidad antibacteriana y sinérgica
de antraquinonas sintéticas sobre bacterias resistentes a ciprofloxacina, revelando
gue las antraquinonas no presentan efecto antibacteriano ni sinérgico sobre K.
pneumoniae y E. coli resistentes a ciprofloxacina. Sin embargo, la 1.8-dihidroxi-4.5-
dinitroantraquinona presento la capacidad de aumentar el efecto de la ampicilina en

E. coli.

Conclusion: Se amplié el conocimiento sobre el potencial antibacteriano de este
grupo de antraquinonas sintéticas. También se resaltdo los grupos funcionales
hidroxilo, nitro y cloruro, por lo que, ninguno de los grupos funcionales de las
antraquinonas generan efecto antibacteriano directo, sin embargo, la combinacién
de los grupos hidroxilos y nitro presentes en la 1.8-dihidroxi-4.5-dinitroantraquinona

tiene la capacidad de aumentar el efecto de la ampicilina sobre E. coli.

Palabras clave: Antraquinonas, ciprofloxacina, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, antibacteriano.
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Abstract

Antibiotics are used to treat bacterial diseases, but the emergence of resistant
strains has become a global health problem. Anthraquinones are natural molecules

with therapeutic effects. However, synthetic derivatives have been little studied.

Objective: To evaluate the antibacterial effects of synthetic chlorinated,

hydroxylated, and nitrated anthraquinones alone and combined with ciprofloxacin.

Methods: The evaluation was performed on ciprofloxacin-resistant bacterial strains
such as Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Sensitivity to anthraguinones
was evaluated by the Kirby-Bauer method using paper platelets. The macrodilution
method in agar was used to determine MICs. Finally, bacteria were exposed to
anthraquinones, and their effect was compared with the antibiotic without

combination.

Results: Information was provided on synthetic anthraquinones' antibacterial and
synergistic capacity on ciprofloxacin-resistant bacteria, showing that anthraquinones
had no antibacterial or synergistic effect on ciprofloxacin-resistant Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli. However, 1,8-dihydroxy-4,5-dinitroanthraquinone
showed the ability to increase the effect of ampicillin on Escherichia coli.

Conclusion: This group of synthetic anthraquinones has expanded knowledge of
the antibacterial potential. The hydroxyl, nitro, and chloride functional groups were
also highlighted, indicating that none of the functional groups of anthraquinones have
direct antibacterial activity. However, the combination of hydroxyl and nitro groups
present in 1,8-dihydroxy-4,5-dinitroanthraquinone can increase the effect of

ampicillin on Escherichia coli.

Keywords: Anthraquinones, ciprofloxacin, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

antibacterial
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. INTRODUCCION
Las enfermedades causadas por bacterias a lo largo de los afios han representado
una de las amenazas mas serias para la salud de la poblacion en el mundo, siendo
una de las principales causas de mortalidad y morbilidad. En la actualidad por el uso
excesivo de antibiéticos existe la presencia de resistencia antibibtica
considerandose un problema mundial grave. Es por ello laimportancia del desarrollo
de nuevos agentes antimicrobianos que puedan tolerar los mecanismos de

resistencia bacteriana (1).

Segun el articulo publicado en Peru por M. Jorge et al. titulado “La resistencia a los
antibidticos: un problema muy serio” 2019, indic6 la importancia del uso racional de
los antibioticos, debido a que es necesario proporcionar a los pacientes una dosis
adecuada de un medicamento para tratar patologias por microorganismos, esto con
el fin de que se pueda evitar un incremento acelerado en la resistencia de las

bacterias (2).

Varias cepas de enterobacterias se han tornado multirresistentes ocasionando un
problema a nivel de salud publica. Entre los antibioticos a los que se han tornado
resistentes K. pneumoniae (3) y E. coli (4) se encuentra la ciprofloxacina. Por lo
mismo, es necesario buscar alternativas, entre las que destacan compuestos
naturales, como las antraguinonas, que son compuestos con reconocidos efectos

terapéuticos e incluso actividades antibacterianas (5).

Las antraquinonas son un grupo de moléculas con amplia capacidad de aplicacion
asi como otros productos de origen natural o sintético ampliamente estudiados (6).
Por ejemplo, las chalconas al ser metabolitos vegetales han sido estudiadas para
efectos citotoxicos frente a HelLa (células tumorales) y NIH/3T3, por lo que, la
chalcona sintética 4-nitrocalcona (4NC) y su forma encapsulada en nanocapsulas
de &cido fdlico-poli (metacrilato de metilo) (PMMA) proporciona varios efectos
citotoxicos selectivos en las células tumorales el cual puede ser una pauta

prometedora para la quimioterapia (7).

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 1
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Asi también, el antioxidante lauril galato libre ha presentado efectos citotoxicos
significativos sobre L929 y los glébulos rojos humanos. La existencia de acido folico
incrementd la citotoxicidad del galato de laurilo cargado en nanoparticulas en las
células HelLa a causa de una mayor captacion celular cuando las células HelLa se
incubaron a 37°C. Pese a ello, se considera que el sistema de transporte puede ser

necesario en la administracion de farmacos por el receptor de folato (8).

Por otro lado, las nanoparticulas de poli (tioéter-éster) (PTEe) obtenidas por
polimerizacion de tiol-eno son una fuente de investigacion debido a la
biodegradabilidad y biocompatibilidad que adquieren. Pese a esto, se ha
administrado en ratones dosis de 40 mg/kg para la evaluacion de parametros
bioquimicos, conductuales y nociceptivos en 6rganos diferentes. Los resultados
sefialan que ninguna de las nanoparticulas ocasion6 una toxicidad aguda en los
organos probados debido a que no hubo alteraciones en las respuestas
conductuales, bioquimicas y nociceptivas. Por lo mismo, estas investigaciones
refuerzan la biocompatibilidad de las nanoparticulas de poli (tioéter-éster) (PTEe)
sintetizadas por polimerizacién de tiol-eno (9).

De manera general estas moléculas y sus derivados se encuentran de manera
amplia en la naturaleza, con distintas propiedades ya sea de accion inflamatoria,
antioxidante, antitumoral, etc (6). Asi mismo, se ha demostrado que derivados de
antraquinona dihidroxi, la 1,8-dihidroxi-antraquinona (DAN) posee una gran
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (10). También se sefiala que
1,5,7-trihidroxi-3-hidroximetilantraquinona presento importantes efectos
antibacterianos, tras inhibir el crecimiento bacteriano de Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (11). Sin embargo, varias

antraquinonas que se utilizé en el presente trabajo no han sido probadas.

Para el cumplimiento de los objetivos la presente investigacion se divide en tres
capitulos, el cual el primero corresponde al planteamiento de la investigacion, la
justificacion, preguntas y objetivos, asi como el marco teoérico el cual se evidencia

los antecedentes y el marco referencial.

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 2
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En lo que respecta al segundo capitulo se describe el tipo de metodologia empleada
en la investigacion, el universo, la poblacién, muestra y el procedimiento realizado
para la recoleccion de datos, en este caso para la evaluacion de sensibilidad de las

bacterias frente a las antraquinonas.

Por ultimo, el capitulo tres sefiala los principales resultados obtenidos en base a los
objetivos planteados, también se evidencia la discusion entre los distintos autores,

para generar conclusiones y recomendaciones Optimas.

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 3
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Los farmacos empleados para el tratamiento de enfermedades causadas por
bacterias son los antibiéticos que durante varios afios ha permitido disminuir, de
manera significativa, la mortalidad y morbilidad a nivel mundial (12). Sin embargo,
pese al gran numero de antibidticos aprobados, la aparicion de la resistencia
bacteriana resulta ser una gran amenaza creciente en la eficacia de estos farmacos
(13). Por ese motivo, es necesario el descubrimiento de nuevos antibacterianos

capaces de hacer frente a varias de estas cepas resistentes (14).

Un ejemplo de una enfermedad de gran problema mundial es la tuberculosis debido
a la seleccion de cepas que cada vez se hacen mas resistentes a Mycobacterium
tuberculosis. Una de las principales dianas para el proceso de nuevos antibiéticos
es la ADN girasa encargada de la regulacién de la topologia del ADN siendo
elemental en las bacterias. Pese a ello se ha explorado un grupo de productos
naturales, el cual el derivado de pirrolo [1,2-a] quinazolina muestra una gran energia
para la union con la enzima resultando prometedor en la inhibicién de la ADN girasa
B de M. tuberculosis (15).

Ademas, las infecciones nosocomiales también son una amenaza persistente a
nivel mundial asi mismo por la resistencia a antibidticos como Enterococcus
faecalis. Pese a este problema se ha estudiado la accion de las enzimas
modificadoras de aminoglucosidos utilizando flavonas para la obtencién de posibles
adyuvantes de aminoglucésidos interactuando con el bolsillo de unién de
nucleétidos de Ef APH(3")-llla, el cual se obtuvo un buen resultado de la alfa-

naftoflavona (16).

Asi también para E. faecalis, se encuentra los aminoglucésidos, pero combinados
con inhibidores de la pared celular bacteriana como por ejemplo los betalactamicos.
La respuesta de enzimas modificadoras de aminoglucésidos como la
aminoglucésido fosfotransferasa tipo llla de E. faecalis (EfAPH(3")-Illa) es uno de
sus principales mecanismos de resistencia ya que al necesitar de ATP fosforila los
aminoglucosidos existiendo modificaciones en la posicion 3' de los grupos hidroxilo

de los antibidticos (17).

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 5
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Por lo mismo, se ha analizado productos naturales para la seleccion de moléculas
gue tengan una mayor afinidad por el bolsillo de unién a nucleétidos de EfAPH(3")-
[lla, el cual en la base de datos ZINC22 se mostrd que ZINC000000952700 (BS-1),
ZINC000014793040 (BS-2) y ZINC000015498603 (BS-3) siendo los mas favorables
para BS-2, un derivado de la flavona por el perfil de estabilidad que adquiere
mejorando un perfil toxicologico ya que existe una menor probabilidad de efectos
cancerigenos, hepatotoxicos, mutagénicos, citotbxicos e inmunotdxicos en
comparacion con BS-1 y BS-3. Estos resultados muestran que un derivado de
flavona puede actuar como adyuvante de los aminoglucésidos en el tratamiento de
E. faecalis (17).

Entre los microorganismos con un elevado potencial de patogenicidad se destacan
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, con un creciente nimero de cepas
resistentes a antibioticos como la ciprofloxacina (18). Es por ello que se ha generado
la busqueda de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana o que sean capaces

de sinergizar el efecto de los antibidticos convencionales (19).

Existen estudios de ciertos tipos de antraquinonas que han presentado efectos
positivos contra algunas bacterias. Por ejemplo, la emodina (1,3,8-trihidroxi-4-cloro-
6-metil- antraquinona) presento la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas en especial de cepas resistentes a medicamentos
como son Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterococcus faecium (20). Asi
mismo, la 2,3 dihidroxi-9,10- antraquinona que se ha aislado de Streptomyces
galbus present6 una actividad antibacterial interesante frente a K. pneumoniae (21).
De hecho, varias antraquinonas hidroxiladas, las mismas que se encuentran libres
en algunas plantas, han demostrado su efectividad sobre las bacterias mencionadas
(22).

No obstante, existen pocos estudios sobre su capacidad para mejorar el efecto de
los antibioticos a los que las bacterias ya son resistentes. Asi también, existe
limitada informacion sobre antraquinonas funcionalizadas con el grupo nitro o

cloruro (23).

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 6



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

En la presente investigacion se evalu0 comparativamente el efecto de
antraquinonas hidroxiladas, cloradas y nitradas en cepas Gram-negativas de
bacterias con resistencia a la ciprofloxacina. También, se estudi6 la capacidad que
estos compuestos poseen para actuar sinérgicamente con ciprofloxacina, con la
finalidad de que los resultados obtenidos puedan contribuir al desarrollo de nuevos

agentes antibacterianos.
.2.- JUSTIFICACION.

Debido a la aparicion de nuevas cepas bacterianas resistentes a antibioticos, su
eficacia se ve afectada, por lo que es indispensable el descubrimiento de nuevos
antibacterianos o0 moléculas con la capacidad de mejorar la eficacia de los farmacos
ya utilizados (24). Incluso, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2015
aclaré la gran importancia sobre el desarrollo de nuevos farmacos, es por ello que
aprueba un plan de accién mundial sobre la resistencia a los antibidticos, con la

finalidad de tratar enfermedades infecciosas (25).

Se consideran que K. pneumoniae y E. coli en la actualidad presentan un potencial
patégenico elevado, ya que su capacidad de generar resistencia a los antibioticos
es preocupante, categorizando a las enfermedades producidas por estas bacterias
como riesgosas. En efecto, la ciprofloxacina se encuentra dentro de los ejemplos de
farmacos que en el transcurso de los afios ha presentado una disminucién de su

eficacia en cepas de las bacterias mencionadas (26), (27).

En la actualidad, existen investigaciones en las que se han confirmado efectos
terapéuticos de las antraquinonas, entre los cuales se destaca su actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram-negativas. Es por ello que, segun estudios
realizados, se conoce que las antraquinonas hidroxiladas han sido méas estudiadas
en comparacion a las antraquinonas nitradas y cloradas que presentan escasa
informacion con respecto a este tema (28). A pesar del nimero reducido de
publicaciones sobre las antraquinonas, la informacién que se dispone demuestra
gue el sinergismo podria ser una caracteristica de estas moléculas u otras

antraquinonas en combinacién con diferentes antibidticos (22).
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Considerando lo antes expuesto, el presente trabajo evalué el potencial
antibacteriano de nueve antraquinonas sintéticas, con el fin de identificar nuevas
moléculas con potencial antibacteriano que puedan ser capaces de actuar frente a

las bacterias resistentes a ciprofloxacina, solas o en combinacion con el mismo.

Como beneficio educativo es brindar informacion atil de manera novedosa para
futuros proyectos de investigacion. En lo que respecta a los beneficiarios directos
son los investigadores involucrados respectivamente mientras que los beneficiarios
indirectos son alumnos de cursos inferiores de la carrera generado por la
consecucion de trabajos cientificos relevantes. Por lo que, la informacion generada
y experiencia adquirida permite disefiar nuevas propuestas de investigaciones
encaminadas a profundizar en el estudio del potencial antibacteriano de este tipo de
compuestos, permitiendo que se produzca conocimiento cientifico de mayor

impacto.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA: ¢Las antraquinonas hidroxiladas, nitradas y
cloradas solas o combinadas con ciprofloxacina tienen efectos antibacterianos
sobre cepas de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli resistentes a

ciprofloxacina?
[.3.- OBJETIVOS.

[.3.1.-Objetivo General:

Evaluar los efectos antibacterianos de nueve antraquinonas sintéticas, solas o
combinadas con ciprofloxacina, sobre cepas aisladas de Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli.

1.3.2.-Objetivos Especificos:

e Comparar los efectos antibacterianos de las antraquinonas, antraquinona,
1,5- dihidroxiantragquinona, 1,8-dihidroxiantraquinona, 1,5-
dinitroantraquinona, 1,8-dihidroxi-4,5-dinitroantragquinona, 1-

cloroantraquinona, 2- cloroantraquinona, 1,5-dicloroantraquinona y 1,8-
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dicloroantraquinona sobre las cepas bacterianas aisladas resientes a
ciprofloxacina.
e Identificar las combinaciones de antraquinonas con ciprofloxacina con mayor

actividad sobre las cepas bacterianas resistentes a ciprofloxacina.

l.4.- MARCO TEORICO.

.4.1.- Antecedentes:

Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son algunas de las bacterias capaces de

generar enfermedades e incluso varias complicaciones a nivel hospitalario (29).

E. coli es un microorganismo comensal el cual se aloja en el tracto gastrointestinal
ya sea de humanos o animales (30). Sin embargo, puede causar varias infecciones
a nivel intestinal produciendo cuadros clinicos graves. Algunas cepas de E coli son
responsables de diarrea y se clasifican en diferentes grupos, una de ellas es la E.

coli enterohemorragica conocida como productora de toxina Vero (EHEC) (31).

E. coli, es considerado un microorganismo habitual en el intestino de animales de
sangre caliente, presenta patotipos que causan problemas graves en el organismo,
como sefiala un articulo en nuestro pais, escrito por B. Darlene et. al, titulado
“Distribution of enteroinvasive and enterotoxigenic Escherichia coli across space
and time in northwestern Ecuador” 2016, que indico que E. coli causa enfermedades

diarreicas con frecuencia y generalmente se da en comunidades rurales (32).

Otro grupo es la de E. coli enterotoxigénica (ETEC), coloniza la mucosa del intestino
delgado a través de fimbrias o pilis y es capaz de sintetizar enterotoxinas como la
toxina termoestable (ST) y la toxina termolabil (LT). Por otro lado, el mecanismo de
patogenicidad de E. coli enteropatogena (EPEC) depende de la adherencia entre la
bacteria y la membrana de las células del epitelio intestinal por medio de pilis o
fimbrias (33).
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La E. coli enteroinvasiva (EIEC), invade el epitelio del colon por medio de la
adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa, por otra parte, la E. coli
enteroagregativa (EAEC) abarca la bacteria y varias moléculas que ella mismo
produce, con la capacidad de incrementar la produccion de moco para colonizar el
intestino. Por ultimo, la E. coli de adherencia difusa (DAEC) pese a que no existe
mucho conocimiento sobre su mecanismo de patogenicidad, se sefiala el fenébmeno

de adherencia difusa el cual causan diarrea acuosa sin sangre (33).

K. pneumoniae se considera un agente patbgeno causante principalmente de
infecciones nosocomiales generando epidemias y brotes alrededor del mundo. Las
infecciones suelen ser graves, con una tasa de letalidad de aproximadamente un

35% lo que resulta una amenaza a nivel de salud publica (34).

A nivel hospitalario genera una gran resistencia a ciprofloxacina, amikacina y
gentamicina. Un articulo desarrollado en Portugal por D. Paulo et. al, titulado
“Evolutionary mechanisms shaping the maintenance of antibiotic resistance” 2018,
explicaron que algunos mecanismos de resistencia se dan al adquirir genes de
resistencia exdgenos o mutaciones cromosomicas, afectando el costo de aptitud de

la resistencia a los antibidticos (35).

Ademas, existe un gran avance en el descubrimiento de nuevos tratamientos para
enfermedades causadas por microorganismos patdgenos, pero se requiere de la
disposicion de tiempo prolongado para la busqueda de nuevos antibiéticos, por ello

es primordial concientizar su empleo cuando sea especificamente necesario (36).

Por otra parte, las antraquinonas son compuestos derivados del antraceno, también
conocidas como 9,10-dioxoantraceno, se sitla en numerosas plantas y se les
impone efectos terapéuticos importantes. Se encuentra con frecuencia en las
antraquinonas de origen natural grupos funcionales como hidroxilo, metoxilo, entre
otros (37).
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Existen estudios de antraquinonas que han presentado efectos positivos en el
tratamiento contra infecciones bacterianas. Un estudio de EE.UU realizado por D.
Fexia et al. titulado “Chlorinated emodin as a natural antibacterial agent against
drug-resistant bacteria through dual influence on bacterial cell membranes and
DNA” 2017, mencion6 que la emodina 1,3,8-trihidroxi-4-cloro-6-metil- antraquinona
presenta la capacidad de inhibir el crecimiento de cepas resistentes de bacterianas
Gram-positivas y Gram-negativas, como Staphylococcus aureus (16 pg/mL),
Escherichia coli (> 256 ng/mL) y Enterococcus faecium (256 ng/mL). Por ese motivo,
se destaca la importancia del analisis de las antraquinonas con su efecto terapéutico

como antibacteriano (20).

Otro estudio realizado por C. Balachandran et. al, en un articulo de EE.UU titulado
“Antimicrobial and cytotoxicity properties of 2,3-dihydroxy-9,10- anthraquinone
isolated from Streptomyces galbus (ERINLG-7127)” 2014, indicé que la 2,3 dihidroxi-
9,10- antraquinona aislada de Streptomyces galbus sobre K. pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus,
presentd una actividad antibacterial interesante de 12,5 pg/mL frente los

microorganismos mencionados (21).

Existen otros estudios en los que han empleado antraquinonas y han demostrado
efectos antibacterianos, como es el caso de un estudio en China realizado por Lin.
J et.al, titulado “Antibacterial anthraquinone dimers from marine derived fungus
Aspergillus sp”2019, en el cual explicaron su investigacién con dos nuevos dimeros
de antraquinona, a los que se le suman tres antraquinonas y dos xantonas de las
cuales se tiene conocimiento previo, los resultados obtenidos indicaron que los
dimeros de antraquinona mostraron actividad antibacteriana frente a

Staphylococcus aureus (38).

De igual manera, existen experimentos en los cuales, en la mayoria se hace énfasis
en las bacterias que comunmente causan infecciones a nivel mundial. Un estudio
en Tailandia realizado por Wisetsai. A et al, titulado “New anthracene and
antraquinone metabolites from Prismatomeris filamentosa and their antibacterial

activities” 2019, se conoci6 un nuevo producto de antraceno y dos nuevos derivados

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 11



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

de antraquinona, aislados del arbol Prismatomeris filamentosa, de los 16
compuestos utilizados, 12 presentaron actividades antimicrobianas en bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, como es el caso de Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli (39).

Estos estudios indican la importancia de las antraquinonas, ya se las conocia por
adquirir propiedades significativas, en la actualidad se enfocan en su actividad
antimicrobiana y anticancerigena (40). A nivel nacional, no existen estudios en
donde se empleen antraquinonas como antibiéticos, por ese motivo es importante

evaluar su potencial efecto terapéutico como antibacteriano.
[.4.2.- Marco referencial:

Evaluacion del potencial antibacteriano y sinérgico de antraquinonas sintéticas

sobre bacterias Gram-negativas resistentes a ciprofloxacina.

4.2.1Epidemiologia de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Las enfermedades bacterianas son consideradas una de las principales causas de
mortalidad en el mundo, de 57 millones de muertes anuales el 26% (15 millones)
son producto de infecciones bacterianas. Por otra parte, también se considera que
las infecciones adquiridas en el medio hospitalario son un problema importante,
segun la OMS mas de 1,4 millones de personas en el mundo han adquirido este tipo

de enfermedades (41).

A nivel mundial Escherichia coli es una de las principales causas de infecciones en
el torrente sanguineo y presenta una importante mortalidad, morbilidad y gastos
sanitarios en pacientes, en especial en paises que se encuentran en desarrollo, los
cuales se encuentran mas afectados por enfermedades diarreicas debido a las

malas condiciones de vida (42).
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En cuanto a la morbilidad y mortalidad, se conoce que un patotipo denominado E.
coli enterohemorragica productora de la toxina Shiga (EHEC/STEC), desarrolla
sindrome hemolitico urémico (SHU) el cual presenta una tasa de mortalidad de 3%
- 5% en el mundo, especialmente en nifios. Es por ello que la OMS ante brotes de
E. coli registrados en Europa en 2012, intercambia informacién y colabora con el
Reglamento Sanitario Internacional y la Red Internacional de Autoridades en
materia de Inocuidad de los Alimentos (INFOSAN) a nivel mundial, compartiendo

con las autoridades asociadas con las investigaciones recientes de brotes (43).

Existen estudios epidemiol6égicos en paises en via de desarrollo que indican que E.
coli enteropatégena (EPEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC) son los principales
causantes de diarrea infantil (44). En el caso de ETEC es responsable de
numerosas nuertes en nios menores de cinco afos, se ha identificado que del 10
al 30% de nifios con diarrea es debido a este patotipo, en cuanto a la diarrea del
viajero se da generalmente en los adultos aproximadamente de 3 a 7% (45) (46).
Mientras que EPEC se presenta endémicamente en un 6% en la poblacion de los
paises en desarrollo (44).

Con respecto a E. coli enteroagregante (EAEC) se encuentra relacionada con
inflamacién y desnutricion, también estd asociada con diarrea aguda en nifios
menores de dos afios en Sinaloa. Existe prevalencia de esta infeccion en Asia y
Africa, por lo que explican que la epidemiologia varia segun la poblacion y

condiciones que presenten (46).

E. coli enteroinvasiva (EIEC) tiene una prevalencia del 4 al 7% en paises como
China, Tailandia y otros paises asiaticos, mientras que en Brasil varia del 0,5% vy el
15%, esto depende del lugar en el que se realice el analisis, demostrando que la
incidencia es elevada en barrios pobres (47). Por otra parte, en nuestro pais se
demuestra que E. coli con frecuencia causa enfermedades diarreicas, en especial
en comunidades rurales, lo cual genera problemas dentro de la salud de los

individuos del pais (48).
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Otra enterobacteria con potencial patdégeno es el bacilo Gram-negativo Klebsiella
pneumoniae (49). Asi mismo, es destacada por causar un amplio espectro de
infecciones (50). A nivel mundial su prevalencia en la mayoria de casos se da por
infecciones nosocomiales entre el 7.5 y el 44%. La tasa de Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa (KPC) ha sido del 44 % en Latinoamérica, del 22,4% en Asia/
Pacifico Oeste, del 13,3% en Europa, y del 7,5% en los Estados Unidos (51). Su
prevalencia viene en constante aumento en el mundo. En Argentina en el afio 2019,
la mortalidad indica que aumenta aproximadamente un 50% en pacientes con

bacteriemia (52).

En el pais el primer aislamiento de K. pneumoniae se presenta en el afio 2010, en
la provincia de Cafar en un paciente sometido a cirugia. Posteriormente, se
notifican casos en hospitales de Azogues, Cuenca, Guayaquil y Quito (53). Hasta la
actualidad, es uno de los microorganismos con mayor grado de patogenicidad a

nivel nosocomial causando brotes y epidemias en todo el mundo (51).

4.2.2. Morfologia de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas se caracterizan por presentar una
capa de peptidoglicano que tiene diferentes funciones, entre ellas se encuentra
resistir la presion osmética interna de la bacteria. De esa manera, las bacterias
Gram-negativas estan conformadas por una delgada capa de peptidoglicano
mientras que, las Gram-positivas presentan una capa gruesa sin la presencia de
una membrana lipidica externa, lo cual destaca la importancia para poder

identificarlas mediante la tincion de Gram (54) .

Por lo tanto, por medio de la tincion de Gram, las bacterias Gram-positivas al
observarse al microscopio presentan una coloracién purpura-violeta, debido a que
la capa de peptidoglicano retiene el cristal violeta, mientras que, las bacterias Gram-
negativas presentan una coloracion rosada por la safranina ya que, su pared celular

no tiene la capacidad de retener el cristal violeta (54).
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Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a
la familia Enterobacteriaceae, con un tamafo de 2 a 4 ym de diametro, es integrante
de la microbiota intestinal de humanos y otros mamiferos. Es considerado como un
microorganismo patégeno que puede actuar como una bacteria oportunista,
produciendo una gran cantidad de patologias humanas, en las cuales se incluyen

enfermedades gastrointestinales e infecciones extraintestinales (55).

Es una de las bacterias que mejor se ha estudiado, se conoce que puede crecer
aceleradamente en condiciones éptimas (56). Tiene una estructura genética que se
ha adaptado a diversos factores tanto ambientales como hostiles, es decir, puede
evolucionar y convertirse en una cepa patdégena provocando enfermedades en los
seres humanos. En este punto es relevante considerar que las cepas patdégenas de
E. coli son las causantes tanto de enfermedades como de mortalidad en el mundo

siendo un problema en la salud publica (57).

Por otro lado, Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram-negativa de forma de
bacilo, inmovil anaerobia facultativa, con un tamafio entre 0.5 ym y 2.0 ym.
Normalmente desarrolla una cépsula que actia como factor determinante en el
grado de virulencia. Cabe recalcar que K. pneumoniae es la principal enterobacteria
productora de la enzima carbapenemasa KPC la cual es asociada con la resistencia

a los antimicrobianos carbapenémicos representando un problema emergente (49).

4.2.3. Metabolismo de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

La capacidad de las bacterias de adquirir resistencia frente a diferentes grupos de
antibioticos es debido a varios factores, principalmente que los microorganismos
evolucionan y esas caracteristicas van a ser adquiridas para la superviviencia de
los mismos, por lo general, es debido a la transferencia de genes de una bacteria a
otra. Para que las bacterias puedan adquirir nuevos mecanismos de resistencia va

a depender principalmente del metabolismo de las mismas (58).
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Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se ha
propagado rapidamente en el mundo, estas enzimas tienen la capacidad de
inactivar los antibidticos betalactamicos como las penicilinas, cefalosporinas

(primera y segunda generacién), aztreonam y oximino-cefalosporinas (59).

Puede producir enzimas betalactamasas cromosomicas o extracromosomicas, por
lo que los plasmidos de estas bacterias presentan genes de resistencia en sus

transposones a antibiéticos (60).

Esta bacteria productora de BLEE tienen tres grupos de enzimas, SHC, TEMy CTX-
M, el altimo es el que mas prevalece en los dltimos afios (61). La enzima CTX-M no
se origind por mutaciones con plasmidos anteriores, si no que mediante la
movilizacion de genes bla cromosémicos de Kluyvera spp. se encargan de disminuir

la actividad de las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (62).

En lo que se refiere a Klebsiella pneumoniae tiene la capacidad de producir
betalactamasas frente a distintos betalactamicos, como el BLEE, lo que conlleva
una resistencia a cefalosporinas de tercera generacion. KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa) es una clase de betalactamasas detectada por
primera vez en el afio 1996 denominandose KPC-1 codificada en el gen blakpc.
Debido a esto, a nivel mundial se han detectado variantes de esta enzima (KPC-1/2
a KPC-11) (63).

Esta propagacion es resultado del elemento genético codificador de KPC Tn4401,
gue se encuentra en plasmidos mismos que dan como resultado resistencia
antimicrobiana. Cabe recalcar que en un uUnico aislamiento de K. pneumoniae se
encontrd varios tipos de betalactamasas asociados con blaKPC (63). Incluso una
elevada mortalidad a nivel mundial esta asociada por la bacteriemia causada por K.
pneumoniae productora de carbapenemasa tipo KPC (64). Por ende, el
metabolismo de K. pneumoniae consiste en producir enzimas que hidrolizan

antibioticos carbapenémicos (65).
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4.2.4. Enfermedades causadas por Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae

Se considera que las infecciones bacterianas son la principal causa de
enfermedades que afecta a gran parte de la poblacién en el mundo ya que, pueden
afectar a partes especificas del organismo. Generalmente infecciones por
enterobacterias provocan infecciones de tracto urinario (ITU) que comdnmente se
da en las mujeres. De igual manera, existen otras enfermedades como infeccion a
vias respiratorias que son causadas por Klebsiella pneumonie, Streptococcus
pneumoniae y Pseudomonas. Por otra parte, también se encuentra infecciones por
Staphylococcus aureus, la cual puede producir una contaminacion de las heridas

debido a que la bacteria mencionada se encuentra generalmente en la piel (66).

Escherichia coli causa diferentes enfermedades dependiendo las cepas, entre las
mas comunes se encuentran, diarreicas, disenteria e infecciones a las vias
urinarias. Los episodios de diarrea se consideran un importante problema en la
salud, especialmente en nifios menores de cinco afios en paises en desarrollo (47).
Se ha reportado un gran namero de brotes asociado al consumo de frutas y
verduras, las cuales previamente han sido contaminadas con heces de animales.
Por otra parte, también existe el contacto de persona a persona por via fecal-oral
(42).

Por lo tanto, las cepas de E. coli han evolucionado y es por ello que presentan
diferentes patotipos que se conocen en la actualidad, a los cuales generalmente se
les da el nombre de E. coli diarreico (DEC), clasificandose en varios tipos segun el
sitio de colonizacién. En 1995 se empled a E. coli enteropatégena (EPEC) para
definir brotes de diarrea infantil, en la actualidad causan diarrea infecciosa humana

gue posee un plasmido de factor de adherencia (47).

Se estima que un 10% de pacientes con infeccion por un patotipo denominado, E.
coli enterohemorragica O157:H7 productora de toxina Shiga (EHEC/STEC) es
capaz de desarrollar sindrome hemolitico urémico (SHU), en el mundo es una de

las causas mas comunes de insuficiencia renal aguda en nifios, asi también, pueden
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aparecer complicaciones neurolégicas en el 25% y secuelas renales crénicas de un

50% de pacientes supervivientes con dicha patologia (43).

En cuanto a E. coli enteroagregante (EAEC) produce una diarrea acuosa que
presenta moco, dolor abdominal, fiebre baja y vémitos, suele ser de poco tiempo,
pero en algunos casos puede durar mas de 14 dias. Por otra parte, se encuentra E.
coli enterotoxigena (ETEC) siendo la principal causa de diarrea en nifios en los
paises en desarrollo asi como en los viajeros. Por dltimo, E. coli enteroinvasiva
(EIEC) causa disenteria especialmente en paises en desarrollo, invade el colon y

produce una infeccion similar a la de Shigella sp (47).

Klebsiella pneumoniae es considerado un agente causante de neumonia adquirida
en la comunidad. A comienzos de los afios 70, la epidemiologia de las infecciones
cambia debido a que se encuentra en el ambiente hospitalario siendo la principal
causa de infecciones nosocomiales. También es considerado un patégeno
oportunista ya que coloniza las mucosas y la piel de pacientes hospitalizados siendo

causa de infecciones invasoras como septicemias o bacteriemias (67).

Es por ello que causa infecciones como neumonia en los pacientes ingresados en
unidades de cuidados intensivos y en los recién nacidos (51). Se estima que esta
presente de 1 a 6% en la nasofaringe y en un 5 a 38% de las deposiciones de la

poblacion general (53).

Se ha sefalado que en la fibrosis quistica entre los principales gérmenes aislados
en los estudios microbioldgicos de pacientes se encuentra Klebsiella pneumoniae

el cual existe una infeccion y obstruccién en las vias respiratorias (68).

Por su genoma accesorio se divide las cepas de K. pneumoniae en grupos
hipervirulentos, multirresistentes y oportunistas por lo que se separa a K.
pneumoniae de dos especies relacionadas, Klebsiella quasipneumoniae y
Klebsiella variicola. Estas especies causan infecciones del torrente sanguineo y del
tracto urinario (ITU). También otras cepas de K. pneumoniae son hipervirulentas,
las cuales causan infecciones graves como endoftalmitis, meningitis y absceso
hepatico (69).
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4.2.5. Resistencia de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae a
antibidticos
Se define como un fendbmeno que se caracteriza por la resistencia parcial o total de
los microorganismos al efecto que producen los antibidticos, generalmente es
ocasionado por el uso irracional de los mismos en el tratamiento terapéutico. La
resistencia adquirida es la mas preocupante, debido a que su dispersion genera la
disminucién del efecto a antibiéticos que se han empleado, incrementando los casos

de enfermedades por diferentes microorganismos patogenos (47).

E. coli a lo largo del tiempo ha presentado resistencia a diferentes tipos de
antibioticos. Existen estudios que sefialan una multirresistencia, es decir, la bacteria
es resistente a varios antibidticos de familias diferentes, como son la ampicilina,
tetraciclinas, betalactdmicos y macrélidos, lo que indica que un tratamiento no seria
beneficioso. También es resistente a trimetoprim/sulfametoxazol y fluroquinolonas
(70). De igual manera E. coli que produce B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) presenta resistencia a cefalosporinas y monobactamicos de tercera y cuarta
generacion (71).

En Ecuador entre los afios 2014 y 2018, varios estudios indican que, existe
resistencia de hasta en un 50% en area hospitalaria a las cefalosporinas y
carbapenémicos, también presenta resistencia a la colistina que es considerado un
antibiético de ultima linea, es por ello que han sido descartados como tratamiento
en infecciones por E. coli (72).

Por otro lado, en el afio 2017, la OMS publicé una lista global de las bacterias
resistentes a los antibidticos que necesitan prioridad en la investigacion de nuevos
farmacos. En esta lista, las bacterias clasificadas como criticamente prioritarias se
encuentran K. pneumoniae siendo una de las bacterias multidrogorresistentes de

alta prioridad de investigacion (73).

Se conoce que hace mas de 20 afos esta bacteria tiene la capacidad de resistencia
frente a la accién de cefalosporinas, esto como resultado de la produccion de
enzimas como [3-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (74).
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En un estudio transversal, analitico y observacional realizado en un hospital general
se aislaron 234 cepas de K. pneumoniae en 205 pacientes hospitalizados, por lo
que, los resultados obtenidos sefialan que un 67% de esta bacteria fueron

productoras de BLEE y un 449% fueron resistentes a ciprofloxacina (74).

Entre los betalactamicos se encuentra con mayor porcentaje de resistencia la
ampicilina seguida de ampicilina-sulbactam y amoxicilina-clavulanico. Frente a
cefalosporinas la de mayor grado de resistencia se encuentra la cefotaxima, seguida

de ceftriaxona, ceftazidima y cefoperazona (75).

Asi también, existe resistencia con fluoroquinolonas como la ciprofloxacina y

aminoglucésidos como la gentamicina y amikacina (3).

La resistencia de K. pneumoniae frente al tratamiento de los antibiéticos
carbapenémicos se ha propagado en todas las regiones del mundo. En varios
paises, los antibidticos carbapenémicos ya no son eficientes en mas de la mitad de
los pacientes con infecciones por K. pneumoniae, debido a la resistencia que se

desarrolla (51).

4.2.6. Tratamientos actuales de las enfermedades causadas por

Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Gracias al uso de antimicrobianos las enfermedades potencialmente mortales han
sido tratadas; sin embargo, el aumento global de la resistencia antimicrobiana ha
afectado la capacidad de tratar una amplia gama de infecciones, debido al uso

excesivo de los mismos en los ultimos afios (76).

En lo que respecta a una infeccion para E. coli se consideran antibiéticos a los
cuales presente sensibilidad la bacteria, se conoce que los farmacos pueden
destruir el equilibrio de la microbiota intestinal. Hay que tener en consideracion que
al emplear antibioticos como tratamiento también puede generar un riesgo en los
sintomas, como es el caso de la ampicilina, cotrimoxazol, trimetroprim, gentamicina
y azitromicina que tiene la capacidad de actuar en contra de E. coli, provocando la

liberacion de la toxina Shiga (Stx) (76).

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles 20



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

Sin embargo, frente a enfermedades producidas por E. coli patégena el tratamiento
principal son los antibiéticos, por lo que se requiere nuevos farmacos con un modo

de accién que puedan combatir cepas resistentes (77).

Por otra parte, K. pneumoniae al producir betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), son capaces de crear resistencia frente a grupos de antibioticos
betalactamicos. Asi mismo, otro mecanismo de resistencia es el cambio de su
permeabilidad frente al antibiético, ya sea frente a la amikacina y a otros
aminoglucésidos, lo que explica un cambio en la membrana externa que puede

llegar a alterar el transporte activo de la célula (78).

4.2.7. Mecanismos de resistencia bacteriana de Escherichia coli y

Klebsiella pneumoniae frente a los antibiéticos

Para que las bacterias puedan ser resitentes a los antibioticos depende de los
mecanismos que presente, la resistencia adquirida es la mas comudn en las
bacterias. Un gran problema se debe a aquellas bacterias que presentan
multirresistencia a diferentes antibioéticos lo que es un desafio buscar un tratamiento
efectivo. Es importante mencionar que alrededor del 80% de resistencia bacteriana

es debido a la informacion genética exdgena (79).

Existen genes que codifican la resistencia de Escherichia coli frente a los
antibioticos, estos se encuentran asociados generalmente a los elementos
genéticos méviles como son los plasmidos y transposones, estos estan encargados
de intercambiar linajes filogenéticos entre bacterias lo que les ha permitido adquirir
multirresistencia (80).

Entre el principal mecanismo de resistencia que E. coli ha adquirido es a los
betalactamicos (ampicilina), esto debido a la hidrdlisis enzimatica, ya que la bacteria
presenta enzimas denominadas betalactamasas que son capaces de hidrolizar el
enlace amida del nucleo betalactdmico, lo que lleva a la inactivacion del antibiético

previo a su efecto (81).
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Existen diferentes grupos en base a las betalactamasas, en el caso de blaTEM y
blaSHV son pencilasas inhibidas por el acido clavulanico pero en algunas ocasiones
presenta accion frente a las cefalosporinas de tercera generaciéon. Asi también,
blaOXA-1 se caracteriza por ser penicilasas que hidrolizan la oxacilina, mientras

gue, blaCARB tiene accion hidrolitica frente a a la carbenicilina (81).

El mecanismo de accion de las quinolonas se caracterizan principalmente por inhibir
la accién de las topoisomerasas tipo Il (ADN girasa y topoisomerasa V), en el caso
de las bacterias Gram-negativas el principal objetivo es la ADN girasa y la

topoisomerasa IV seria considerada como diana secundaria (81).

La enzima ADN girasa es un heteroteramero que se encuentra conformado por dos
subunidades Ay dos B, en donde la subunidad A tiene relacion en la unién y division
del ADN, mientras que la subunidad B presenta un sitio con la actividad de la
ATPasa. Por lo tanto, es importante mencionar que las fluoroquinolonas son
encargadas de inhibir la subunidad A y para la subunidad B estan ciclotoialidinas y

aminocumarinas (novobiocina) (82).

De igual manera, entre los principales mecanismos de resistencia en este caso
también se encuentra la alteracion de los blancos de quinolonas, bombas de
expulsion activa y transferencia de genes de resistencia plasmidicos. Existe un
mecanismo principal de una mutacién puntual que da un cambio en el codon 83 y
codifica otro aminoéacido por lo que la enzima blanco se modifica, generando una
resistencia a las quinolonas (acido nalidixico), mientras que, la resistencia por
fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina) se debe a la variante cr de la
acetiltransferasa 6’ ya que se da un cambio en los aminoacidos de los codones 102
y 179 que tiene la capacidad de acetilar a aminoglucésidos y fluroquinolonas (80),
(81).

En cuanto a las sulfonamidas y trimetropim-sulfametoxazol, su mecanismo de
resistencia se encuentra vinculado al desarrollar genes mutantes mediante
elementos moviles. También las sulfonamidas presentan genes que se encuentran
relacionados con los integrones, como sull, sul2 y sul3 estos se encargan de

codificar formas mutantes de la enzima dihidropteroato sintasa a la cual el antibiotico
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no tiene la capacidad de atacar, de igual manera en el trimetropim-
sulfametametoxazol que tienen genes dfr con resistencia antibiotica (81), (83).

El mecanismo de resistencia de K. pneumoniae es la produccién de las enzimas
betalactamasas, mismas que tienen la capacidad de hidrolizar los antibidticos
betalactamicos por lo que desafortunadamente se vuelve un problema de salud a
nivel mundial. Es preocupante debido a que esta bacteria adquiere varios
mecanismos de diseminacién uno de ellos es la obtenciéon de genes nuevos de
resistencia ya sea por plasmidos, transposones e integrones y la transmisién de

cepas multirresistentes causadas por mutacion de genes ya existentes (84).

Otro mecanismo de resistencia que desarrolla es la produccion de enzimas
carbapenemasas las cuales son eficientes en causar resistencia frente los
betalactamicos, ademas de las cefalosporinas, penicilinas, carbapenémicos y

monobactamicos (85).

Las carbapenemasas del tipo KPC, son las mas comunes por su actividad hidrolitica
frente a los betalactdmicos esto por su gran movilidad genética en plasmidos (86).
Se caracterizan por tener enzimas codificadas genéticamente, las cuales confieren
una gran resistencia a varios antibioticos incluyendo los carbapenems. Estas
carbapenemasas llegan a ser codificadas por el gen bla KPC localizado en
plasmidos, lo que resulta que las bacterias que lo portan adquieran la capacidad de
intercambiar informacién genética con otro tipo de bacterias, facilitando su

propagacion clonal y geogréafica (87).

4.2.8. Mecanismos de acciéon de los antibidticos frente a Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae

Las bacterias tienen una pared celular que se encarga de protegerla, por lo tanto su
ausencia provoca la destrucciéon de la misma, lo que va a producir un elevado
gradiente de osmolaridad que generalmente se encuentra entre el citoplasma
bacteriano y el medio. Por lo tanto, los antibiéticos se encargan de inhibir la sintesis
de la pared y para poder realizar esa accion se requiere que la bacteria se encuentre

en medio isotonico o hipotdnico favoreciendo la destruccion celular (80).
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En la actualidad existen diversos grupos de antibiéticos, en su mayoria han sido
efectivos desde su descubrimiento, desafortunadamente la resistencia a los mismos

ha sido un problema desafiante.
Mecanismo de accion de los betalactamicos

Es un grupo de antibidticos que se ha considerado una de las familias mas
numerosas que presentan como mecanismo de accion la inhibicién de la dltima
etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana, por lo que, son los mas
empleados en diversos tratamientos por infecciones. Tienen una accion bactericida
lenta y actividad dependiente del tiempo, a pesar de que presenta gran resitencia la
penicilina todavia se considera como el tratamiento de eleccion para infecciones por

microorganismos (88).
Mecanismo de accion de los macrélidos

Este grupo se unen de manera reversible al dominio V del ARN ribosémico 23S
presentando una actividad bacteriana lenta y se considera bacteriostatica en la
mayoria de microorganismos. La telitrimicina tiene una afinidad por el ribosoma 10
veces mayor que la eritromicina y 6 veces mayor que la claritromicina, en general
los macrélidos se encargan de inhibir el orificio de entrada al canal mediante el cual

la proteina del ribosoma sale (89).
Mecanismo de accion de los aminoglucésidos

En cuanto a los aminoglucosidos estos atraviesan la membrana interna y se unen a
la subunidad 30S ribosomal, se encargan de inhibir la sintesis proteica de la bacteria
originando su muerte. Presenta un efecto bactericida, es importante destacar para
gue el efecto sea adecuado y exista disminucion de la resitencia va a depender
principalmente de utilizar las dosis adecuadas en el tratamiento de las diferentes
infecciones (90).

Mecanismo de accién de las sulfonamidas

Las sulfonamidas tienen como mecanismo de accion la inhibicion de la sintesis de
los acidos nucleicos bacterianos, con efecto bacteriostatico de espectro amplio y
actuan frente a Gram-positivos y Gram-negativos. Este grupo de antibiéticos puede
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actuar sinérgicamente con antibioticos de la familia diaminopirimidinas
(pirimetamina y trimetroprima) frente a algunas bacterias, generalmente la
combinacion mas empleada es el cotrimoxazol junto con trimetroprima vy

sulfametoxazol (91).
Mecanismo de accion de las tetraciclinas

Las tetraciclinas corresponden a los antibidticos bacteriostaticos de amplio
espectro, mismas que inhiben la sintesis de proteinas. Por medio de un proceso de
transporte activo dependiente de energia o difusibn pasiva entran a los
microorganismos. Al estar dentro de la célula, las tetraciclinas de forma reversible
se unen a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, el cual ocasiona un bloqueo
de la union de aminoacil-tRNA al sitio receptor en el complejo de ribosoma-mRNA.

Este proceso impide la adicion de aminoacidos al péptido en desarrollo (92).
Mecanismo de accion de las quinolonas

Las quinolonas constituyen el grupo de antibidticos bactericidas, en el cual ha
existido un avance en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Su mecanismo
de accion se basa en la formacion de un complejo quinolona-enzima-ADN el cual
funciona blogueando completamente el proceso del sistema enzimético de
replicacion del ADN. Como consecuencia del dafio que se produce sobre el ADN

bacteriano ocasiona la muerte celular tras cada replicacion (93).
Mecanismo de accién del cloranfenicol

El cloranfenicol es un bacteriostatico contra la mayoria de los organismos
susceptibles e inhibe la sintesis de proteinas microbianas. Actia por medio de la
union reversible a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano e inhibe la formacion
del enlace peptidico. Tiene actividad frente a las rickettsias pero no con las clamidias
(92).

Mecanismo de accién de la nitrofurantoina

La nitrofurantoina es un antibiético perteneciente al grupo de los nitrofuranos con

actividad bactericida. EI mecanismo de accion consiste en bloquear la sintesis
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proteica en el ribosoma, asi también, rompe las cadenas de ADN y por ultimo, llega
a bloguear la actividad de la acetil-coenzima A (94).

En lo que respecta a E. coli y K. pneumoniae los carbapenémicos tienen un mejor
efecto en la familia de los betalactamicos, en el caso de doripenem presenta una
actividad amplia en patdégenos Gram-positivos y Gram-negativos, en esto se
incluyen las Enterobacteriaceae que son productoras de BLEE. Se conoce que las
bacterias Gram-negativas estan adquiriendo un incremento de resistencias a
ciprofloxacina y levofloxacino, por lo que es recomendable no emplear

fluoroquinolonas en el tratamiento de infecciones por E. coli (95).

La tigeciclina es un derivado de la minociclina, presenta un efecto antimicrobiano
amplio en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, siendo el CMI menor en el
primer grupo en comparacion del segundo. Los datos realizados in vitro demuestran
gue este farmaco tiene una actividad antimicrobiana favorable frente a E. coli y K.

pneumoniae, especialmente en aquellas productoras de BLEE (95).

La cefepima es un antibiético perteneciente al grupo de cefalosporinas de cuarta
generacion, tiene una gran accién frente a organismos causantes de neumonia
como es K. pneumoniae. Su mecanismo de accion se basa en inhibir la sintesis de
la pared celular bacteriana, son capaces de penetrar las porinas que se encuentran
en la membrana externa de la bacteria e incluso es la mejor opcién ya que actdan
con mayor rapidez en comparacion con las cefalosporinas de tercera generacion
(96).

Reacciones adversas de los antibi6ticos

Se ha considerado segun la OMS que las reacciones adversas a los medicamentos
estan dentro de las diez principales causas de muerte a nivel mundial, por lo que
implican un incremento en los costos hospitalarios. En Ameérica Latina existe un
10.5% de pacientes hospitalizados que presentan reacciones adversas a

medicamentos (97).
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Reacciones adversas de los betalactamicos

Los betalactdmicos son considerados los principales antibiéticos empleados en
tratamientos por infecciones, por lo que presenta como principales reacciones
adversas alergias sistémicas, anafilaxia, alergias dermatoldgicas, neuroldgicas,
gastrointestinales, hematolégicas, hepaticas y renales. La amoxicilina es el farmaco
gue se emplea con mayor frecuencia en los nifios y por lo tanto tiene un riesgo de
toxicidad por inmadurez en los sistemas de excrecién, puede producir ansiedad,
convulsiones, confusiones, hiperactividad y cambios en el comportamiento. La
piperacilina y el tazobactam son los bectalactamicos mas asociados a reacciones

adversas en el sistema nervioso central (SNC) (97).
Reacciones adversas de los macrolidos

Los macrodlidos tienen como principales reacciones adversas los problemas
gastrointestinales tales como nauseas, vomitos y diarreas, también presenta
hepatotoxicidad, ototoxicidad, superinfeccion, flebitis y alergias. La reacciones
ototdxicas se encuentran relacionadas con dosis elevadas o al emplear los
macrolidos en pacientes con insuficiencia hepatica o renal. La eritromicina al ser
administrada por via intravenosa puede producir flebitis, existen también casos de
pancreatitis por el uso de este antibiético. Por otra parte, al administrar dosis altas
de claritromicina y azitromicina producen casos de ototoxicidad en tratamiento de
Mycobacterium avium en pacientes con SIDA (89).

Reacciones adversas de los aminoglucésidos

En cuanto a los aminoglucésidos pueden provocar nefrotoxicidad, ototoxicidad y
bloqueo neuromuscular, de este grupo de farmacos la espectomicina es la unica
gue no tiene los efectos mencionados anteriormente. Asi también, existen efectos
adversos que no son muy frecuentes pero que son importantes como es el bloqueo
de placa neuromuscular y reacciones de hipersensibilidad. Generalmente cuando
existe una mala administracion de gentamicina y amikacina existe un mayor riesgo

de generar nefrotocicidad y bloqueo de la placa neuromuscular (98).
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Reacciones adversas de las sulfonamidas

En las sulfonamidas existe mayor riesgo de presentar reacciones adversas en
comparacion con otros antibiéticos, entre las cuales principalmente se encuentra
hipersensibilidad como el exantema, dermatitis necrosante, anafilaxia, fiebre y
eritema multiforme. Ademas, produce trastornos digestivos tales como nauseas,
vomitos y diarrea, y alteraciones hematologicas como la anemia megaloblastica
(92).

Reacciones adversas de las tetraciclinas

La doxiciclina perteneciente al grupo de las tetraciclinas presenta varias reacciones
adversas, siendo las mas comunes las molestias gastrointestinales como vomitos,
nauseas y dolor a nivel del epigéastrico afectando casi al 40% de los pacientes,
toxicidad a nivel del sistema nervioso central ya sea mareos o vértigos, decoloracion
de los dientes y fotosensibilidad. En lo que respecta a un tratamiento a largo plazo
existe mayor probabilidad de reacciones adversas hematolégicas como

trombocitopenia, eosinofilia 0 anemia hemolitica (99).
Reacciones adversas de las quinolonas

En lo que respecta a las fluorquinolonas de segunda generacién se encuentra
ciprofloxacino el cual algunos estudios indican artralgias del 1,5 — 3,8%, sin
embargo, se sefala que fueron leves o moderadas y desaparecen al suspender el
tratamiento. Asi mismo, levofloxacino algunos autores indican complicaciones a

nivel musculoesquelético ocasionado dolor articular (93).
Reacciones adversas del cloranfenicol

Las reacciones adversas del cloranfenicol mas frecuentes son las alteraciones
hematologicas (100). A nivel del sistema enddcrino causa psicosis toxica y
alucinaciones. Puede existir la Reaccion de Herxheimer en el tratamiento de la
fiebre tifoidea (101).
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Reacciones adversas de la nitrofurantoina

El uso de nitrofurantoina se ha asociado las reacciones adversas en tratamientos
prolongados con la aparicion de problemas pulmonares graves como la fibrosis y
neumonitis intersticial, a nivel hepatico grave ya sea cirrosis, hepatitis colestasica,

hepatitis citolitica, hepatitis cronica y algunos sintomas de hipersensibilidad (102).

4.2.9. Efecto terapéutico de las antraguinonas

Las antraquinonas (9,10-dioxoantracenos) forman parte de compuestos naturales y
sintéticos con varias aplicaciones ya sea como agentes antimicrobianos, laxantes y
antiinflamatorios (37). Por medio de la base de datos PubChem se ha probado la
capacidad de antraquinonas para actuar como inhibidores competitivos a través de
la interaccion con el bolsillo de unién a ATP de la ADN girasa B de Mycobacterium
tuberculosis. En el cribado virtual se identific6 a 7122772 (N-(2-hidroxietil)-9,10-

dioxoantraceno-2-sulfonamida) ligando de mejor puntuacién (103).

En base a esta antraquinona se disefi® un nuevo derivado con un resto de
aminotriazol, que presentd ser estable en complejo con la enzima y con un perfil
farmacocinético aceptable. Por lo que, los resultados presentados en general
sefialan una antraquinona nueva sintéticamente accesible y con un gran potencial

para inhibir la GyrB de M. tuberculosis (103).

Es necesario destacar que en la actualidad se indica para tratar estrefiimiento,
esclerosis multiple, artritis, e incluso el cancer. Ademas, las antraquinonas
biol6gicamente activas derivadas de Reactive Blue 2 son compuestos esenciales
para estudios farmacoldgicos y bioquimicos ya que pueden servir para el desarrollo

de futuros farmacos (37).

La clasificacion de las antraquinonas depende de sus estructuras quimicas,
comunmente se encuentra en las antraquinonas de origen natural grupos
funcionales como hidroxilo, metilo, metéxilo, entre otros (37). Existen algunos
estudios realizados con antraquinonas, por ejemplo, Physcion 8-O-B-D-
glucopiranésido (PG) son antraquinonas naturales bioactivas que ejercen

propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas (104).
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Incluso 3-metil-1,6,8-trihidroxiantraquinona ha sido empleado varios afios para

tratar enfermedades neoplésicas e inflamaciones (105).

Una investigacion con 1,5,7-trihidroxi-3-hidroximetilantraquinona presenté efectos
antimicrobianos importantes, inhibiendo el crecimiento bacteriano de
Staphylococcus aureus a 62,5 pg/mL, Staphylococcus epidermidis a 15,62 pg/mL y
Bacillus subtilis a 62,5 ug/mL, también fue efectiva frente a hongos (11). De igual
manera, existe un estudio en el que la antraquinona cisrabelomicina aislada de la
fermentacion del arroz del Streptomyces sp presentd actividades antimicrobianas
frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans, teniendo en cuenta que inhiben
tanto a bacterias como hongos, indicando un efecto importante para el

descubrimiento de nuevos antibitticos (106).

Otra investigacion sobre derivados de 1,8-dihidroxiantraquinonas existentes (1, 8-
DAD) aislados de plantas medicinales indicO que poseen actividades
antimicrobianas y plaguicidas. Incluso puede tratarse enfermedades
dermatolégicas. Segun el estudio realizado 1,8-DAD fue capaz de inhibir la
proliferacion celular, prevenir metastasis e inducir la apoptosis (107). Otro estudio
también sefiald que derivados de antraquinona dihidroxi, 1,8-dihidroxi-antraquinona
(Dan) aislado por primera vez de Porphyra haitanensis present6 una fuerte actividad

antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (10).

Asi también un estudio sobre la emodina (1,3,8-trihidroxi-6-metil-anthraquinona)
sefialé que posee un amplio espectro de propiedades farmacoldgicas, ademas de
actividades antimicrobianas, hepatoprotectoras, antioxidantes y antiinflamatorias
(108). De la misma manera en otro estudio, se indicé que la emodina presenta un

efecto antibacteriostatico contra Staphylococcus aureus (109).

Existe otra investigacion en donde obtuvieron cuatro derivados de antraquinonas a
partir de Streptomyces spp. en donde se obtuvo que los compuestos uno y cuatro

tenian actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (110).
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En otro estudio, emplearon cuatro hidroxiantraquinonas (pseudopurina, purpurina,
munjistina y xantopurpurina) que se encuentran de manera natural en Rubia spp.
De las cuales, dos de ellas (pseudopurina y munjistina) presentaron una actividad

inhibitoria en las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (111).

Ademas, en un experimento con un derivado de la tetrahidroantraquinona, con el
nombre de (2R,3S)-7-etil-1,2,3,4-tetrahidro-2,3,8-trihidroxi-6-metoxi-3metil-9,10-
antracenodiona, en combinacidn con otras cinco antraquinonas de las que se tiene
conocimiento previo, presenté actividad antibacteriana frente cepas ATCC de

Staphylococcus aureus (112).

Por otra parte, se realizé un estudio in vitro con derivados de antraquinonas, lo que
se evidencié es que varios de los derivados tenian inhibicion de E. coli

multirresistente (113).

Hasta el momento, en la literatura cientifica no existen reportes de la evaluacion del
efecto de las antraquinonas, cloradas y nitradas sobre las bacterias incluidas en

este estudio (37).

4.2.10. Efecto terapéutico de antraquinonas extraidas de plantas

Se han realizado investigaciones con extractos naturales de plantas que pueden
tener capacidad antifingica y antimicrobiana. Se tiene conocimiento previo de que
Morinda royoc L. son ricas en antraquinonas, estos metabolitos como ya se conoce

tienen actividad antibacteriana, anticancerigena, etc (114) .

En un trabajo realizaron un experimento para analizar la capacidad farmacol6gica
del extracto diclorometanico de las raices de Morinda royoc L. en la evaluacion
antifangica y antibacteriana emplearon el método de microdilucion en placa
obteniendo resultados con actividad antimicrobiana frente a cepas de bacterias
Gram-positivas, como es el caso de S. aureus (resistente a oxacilina), y E. faecalis

gue se obtuvieron valores de CMI que oscilan entre 31,25y 62,5 ug/mL (114).
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Por otro lado, la aloe-emodina posee un efecto laxante y es ampliamente usado. Su
estructura indica la presencia de grupos hidroxilo en la posicion 1 y 8 de anillos
aromaticos lo es elemental para la accién purgante. Asi también, el efecto de aloe-

emodina en los radicales hidroxilo aporta a su actividad antioxidante (112).
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II.1.- Disefio de investigacion

La presente investigacion es de caracter basico con paradigma empirico y enfoque
cuantitativo, ya que busca relaciones causales entre la estructura de los compuestos
y sus efectos sobre las bacterias. Cabe recalcar, que es una investigacion
interdisciplinaria que involucra bacteriologia y farmacologia (115). Es también una
investigacion explicativa, de tipo experimental de caracter correlacional, esto debido

a que se manipula las variables de estudio (116).

Hasta donde se conoce no existe en la literatura cientifica reportes sobre la
evaluacion comparativa del efecto de antraquinonas hidroxiladas, cloradas y
nitradas sobre las bacterias seleccionadas, de igual manera, no se han encontrado
investigaciones de sus efectos en combinacion con ciprofloxacina. Por lo cual, el
trabajo permiti6 generar informacion que es Uutil para disefios de nuevas
investigaciones dirigidas a profundizar en el conocimiento del potencial

antibacteriano de este tipo de compuestos.

[1.2.- Poblacion y muestra

[1.2.1. Universo - Poblacion:

La poblacion de estudio fue finita y fueron colonias de bacterias de las dos especies
seleccionadas para la presente investigacion siendo Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli lo cual se pretendieron aislar en un periodo de tiempo de dos
meses. Fueron obtenidas de muestras ambientales de agua o suelo que

presentaron gran probabilidad de contaminacion microbiana.

[1.2.2 Muestreo y muestra:

El muestreo es no probabilistico por conveniencia, en el cual, se pretendié aislar
nueve colonias de cada una de las bacterias Klebsiella pneumoniae y Escherichia
coli de aguas residuales de parroquias rurales de Cuenca, seleccionando puntos

gue son altamente contaminados.
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Criterios de seleccion: Para la formalizacion de la poblacién se tuvo en cuenta los

siguientes criterios de seleccion:

e Criterios de inclusion: Se incluyeron en el presente estudio muestras de

aguas residuales con gran contaminacién en el que se encuentren

microorganismos patdgenos.

e Criterios de exclusion: Se excluyeron aguas que estaban en buen estado

0 no tenian mucha contaminacion, ya que los resultados aparentemente

serian negativos frente a lo que se requeria.
I1.4.- Definicion y clasificacion de las variables.

1. Concentracién de antraquinona: cuantitativa continua.
Definicion: Cantidad empleada de antraquinona por volumen (mL).
Escala de medicion:

- Mayor a5 pug.

- Menor a5 ug.

2. Tipo de antraquinona: cualitativa normal.

Definicion: Tipos de antraguinonas que se encuentran naturalmente en algunas

plantas.
Escala de medicion:
- Hidroxiladas.
- Cloradas.
- Nitradas.
3. Tipo de bacteria: cualitativa normal.

Definicion: Tipos de bacterias Gram-negativas seleccionadas para el experimento.
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Escala de medicion:
- Klebsiella pneumoniae.
- Escherichia coli.
4. Tiempo de exposicion de las bacterias a los compuestos: cuantitativa.

Definicion: Tiempo en que las bacterias se encuentran expuestas a los compuestos,

para un analisis de su reaccion frente a los mismos.
Escala de medicion:

- 16 horas.

- 18 horas.

- 24 horas.

5. Resistenciade las bacterias aisladas frente a ciprofloxacina: cualitativa.
Definicion: Respuesta de las bacterias aisladas frente a ciprofloxacina.
Escala de medicion:

- Resistente.

- Relativamente resistente.

6. Sensibilidad de las bacterias frente a ciprofloxacina: cualitativa.

Definicion: Respuesta inhibitoria de la ciprofloxacina frente a las bacterias aisladas

anteriormente.
Escala de medicion:
- Sensible.
- Relativamente sensible.
II.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtenciéon de datos.
Materiales

Los materiales que se emplearon en el proceso experimental fueron la estufa

(Memmert), la balanza analitica (BOECO germany) y la cabina de flujo (Euroclone).
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En lo que respecta a los medios, Mueller — Hinton, CHROMagar y caldo nutritivo

BHI fueron de la marca (Himedia).

Para la tincion de Gram los colorantes usados fueron Gram alcohol acetona, Gram
violeta cristal, Gram fucsina (safranina) y Gram Lugol de la marca (Quimical) al igual
gue el Glicerol. Todas las distintas antraquinonas correspondieron a la marca
(Sigma-Aldrich chemistry). Por Gltimo, todos los discos de antibi6ticos pertenecieron

a la marca (Bioanalyse).
Métodos
1. ldentificacion y aislamiento de las bacterias

En el presente estudio en su primera fase se realizo la confirmacion de la identidad
de las bacterias con un estudio de su morfologia microscépica, caracteristicas del
crecimiento en CHROMagar seguido de su analisis microscépico de las muestras

tefidas con los colorantes de Gram.

2. Evaluacion de la sensibilidad a las antraquinonas

La sensibilidad de las bacterias frente a las diferentes antraquinonas fue realizada
por el método de Kirby-Bauer, para lo cual se emplearon discos de papel con
concentraciones crecientes de estos compuestos que fueron colocados sobre las
bacterias previamente sembradas en agar Miller-Hinton, con los discos de
ciprofloxacina como control positivo y con DMSO (solvente para las antraquinonas)

como control negativo.

3. Evaluacién dela concentracion minima inhibitoria de las antraquinonas

Para determinar la CMI de cada antraquinona se empled el protocolo de
macrodilucion, para lo cual, cada compuesto fue disuelto con concentraciones
crecientes, en agar. Posteriormente, se sembrd en estos medios un inoculo
estandarizado de cada una de las cepas de bacterias y se incubd para determinar
la CMI, la misma que se define como la minima concentracion de un compuesto que

inhibe el crecimiento bacteriano detectable a simple vista.
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4. Evaluacion de la capacidad de antraquinonas para recuperar el efecto
de ciprofloxacina

Para incrementar el efecto de la ciprofloxacina, se emple6 el mismo procedimiento

de macrodilucion con las antraquinonas, el cual se colocé en el medio de Mueller-

Hinton, posteriormente se realiz6 un antibiograma con las bacterias que se van a

estudiar y un disco de ciprofloxacina, con el fin de observar si existe un incremento

del efecto del antibiético.
Métodos

Evaluacion del efecto antimicrobiano con antraquinonas por Kirby-

Bauer

Las antraquinonas se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) usando 5 mg de cada
antraquinona en 1 mL del solvente. En cada disco de papel filtro previamente
esterilizado se coloco 5 L de la solucién de cada una de las antraquinonas, con el

fin de que se encuentren en cada uno 25 pg de estas moléculas.
Evaluacion por macrodilucién en agar

La soluciéon madre de cada antraquinona se preparé usando 5 mg disueltos en 1 mL
de DMSO y adicionandolo a 19 mL de agar MH, por lo tanto, se obtuvo 250 pug /mL
en cada agar. Se estandarizé un inoculo de las bacterias, usando el factor de
McFarland 0.5, posteriormente, se tomo6 5 uL de esta suspension y se diluyé 10.000
veces usando de solucion salina. Finalmente, se colocé 10 pL de esta dilucion en
cada placa con agar combinado con las nueve antraquinonas. Por ultimo, se incubd

por 24 horas a 37°C para finalmente contar el nimero de colonias.

Evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas combinadas con

ciprofloxacina

Se prepararon placas con agar con las nueve antraquinonas de la misma manera
gue se realizo por el método de macrodilucién, con el fin de realizar un antibiograma
incluyendo un disco de ciprofloxacina de 5 pg. Para la siembra se preparé una
dilucién de las bacterias, utilizando un hisopo con la muestra recargada y se
procedié a sembrar por la técnica de aislamiento.
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Evaluacion del efecto sinérgico de antraquinonas sintéticas en

combinacién con antibidticos tradicionales

Se prepararon placas con las nueve antraquinonas de la misma manera que se
realizé por el método de macrodilucion, con el fin de realizar un antibiograma con
antraquinonas disueltas en agar junto con los diferentes antibiéticos tradicionales
para cada bacteria las cuales fueron sembradas de la misma manera indicada en la
evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas combinadas con

ciprofloxacina.

Para los experimentos con E. coli se emplearon nueve antibiéticos los cuales fueron
moxifloxacina (MXF), cefuroxima (CXM), amoxicilina (AM), claritromicina (CLR),
trimetroprima-sulfametoxazol (SXT), cloranfenicol (C), amikacina (AK), ampicilina
(AM) y gentamicina (CN). Asi mismo, se realizé un experimento con mayores
concentraciones de la antraquinona 1,8-dihidroxi-4,5-dinitro antraquinona en agar
(200, 500, 750 y 1000 ug) e incluyendo un disco con ampicilina 10 ug para evaluar
efectos sinérgicos entre estos compuestos.

Por otra parte, en K. pneumoniae se efectué el mismo procedimiento del
antibiograma con antraquinonas disueltas en agar junto con los diferentes
antibioticos tradicionales, los cuales fueron moxifloxacina (MXF), cefuroxima (CXM),
amoxicilina (AM), claritromicina (CLR), trimetroprima-sulfametoxazol (SXT),
cloranfenicol (C), amikacina (AK), ampicilina (AM) y gentamicina (CN).

[1.5.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Los datos seran presentados a manera por graficos en donde se indique los
resultados obtenidos durante la realizacion del proyecto, en el cual se evidenciaran
las imagenes de cada prueba que se vaya a efectuar hasta llegar al objetivo
esperado. En cuanto al andlisis estadistico, se empleara el paquete GraphPad

Prism 6 para los andlisis.
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[1.6.- Aspectos éticos

Los autores de la presente investigacion declaran que no transgrede ninguna norma
ética, en donde los datos seran redactados sin manipulacion alguna, sin ocultar o
modificar procedimientos, la investigacion estara disponible para ser consultado por
los individuos que lo requieran. Ademas, se comprometen a emplear las bacterias
con fines declarados en el proyecto, empleando las buenas préacticas del laboratorio,
utilizando el equipo de proteccién necesario y requerido dentro del mismo; asi
también, manejar las muestras biolégicas con precaucién para evitar la
contaminacion ya sea dentro o fuera del laboratorio, realizando un adecuado

deshecho de las mismas con el fin de cuidar y preservar el medio ambiente.
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lll. RESULTADOS

Evaluacion del efecto antimicrobiano de antraquinonas por el método

de Kirby-Bauer

El primer experimento que se realizd para evaluar el efecto antimicrobiano con
antraquinonas fue empleando el método de Kirby-Bauer. Como muestra la figura 1,
en E. coli y K. pneumoniae los resultados obtenidos revelan que ninguna de las
antraquinonas present6 efecto usando discos con 25 pg de cada una de ellas. Los
experimentos fueron realizados por triplicado y de esta manera confirmados.

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

Figura 1: Efecto antimicrobiano con discos de antraquinonas. Cada antraquinona fue colocada en
un disco y ademas se incluy6 un disco control con DMSO.
Evaluacion del efecto antibacteriano de antraquinonas por

macrodilucién en agar.

Debido a que en el experimento anterior utilizando 25 pg de cada antraquinona los
resultados fueron negativos, el siguiente paso fue emplear antraquinonas por el

método de macrodilucién para alcanzar concentraciones mas altas de las mismas.
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Como indican las figuras 2 y 3, tanto para E. coli y K. pneumoniae las
concentraciones empleadas no presentaron efecto antimicrobiano lo que se
evidencia por igual numero de colonias en las placas con antraquinonas
comparadas con las placas control con y sin DMSO. Estos experimentos fueron

comprobados al realizarse por triplicado para las dos bacterias.

Escherichia coli

1.8 Dihidroxi antraquinona 1 Cloro antraquinona 1.5 Dinitro antraquinona

Antraquinona 1.5 Dihidroxiantraquinona 1.8-dihidroxi- 4.5-
dinitroantraquinona

1.5 Dicloro antraquinona 1.8 Dicloro antraquinona

2 Cloro antraquinona DMSO

Figura 2: Evaluacion por macrodilucion de las antraquinonas frente a Escherichia coli.
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Klebsiella pneumoniae

.
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1.8 Dihidroxi antraquinona

Antragquinona

1 Cloro antraquinona

1.5 Dihidroxiantraquinona

1.5 Dinitro antraquinona

1.8-dihidroxi- 4.5-

dinitroantraquinona

s0cCl 2.6\
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- : > ey
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1.5 Dicloro antraquinona 1.8 Dicloro antraquinona Agar

2 Cloro antraquinona

DMSO

Figura 3: Evaluacion por macrodilucion de las antraquinonas frente a Klebsiella pneumoniae.

Evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas combinadas con

ciprofloxacina

El siguiente experimento fue realizado con la finalidad de evaluar si la combinacion

de ciprofloxacina con las antraquinonas puede recuperar el efecto del antibiético en

las bacterias. Como se muestra en la figura 4 y 5, tanto para E. coli y K. pneumoniae
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el resultado fue negativo, indicando que no existe sinergismo de las antraquinonas
con la ciprofloxacina a las concentraciones probadas, en combinaciéon con
ciprofloxacina. Los experimentos fueron comprobados ya que se realizaron por

triplicado para las dos bacterias.

Escherichia coli

Antraguinona 1.5 Dinitro antraquinona

1.8-dihidroxi-4.5- 1.8 1 Cloro antraquinona 2 Cloro antraquinona
dinitroantraquinona Dihidroxiantraquinona

1.5 Dihidroxi DMSO Agar
antraquinona

Figura 3: Evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas con ciprofloxacina en Escherichia coli.
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Klebsiella pneumoniae

Antraquinona

1.5 Dinitro

antraquinona

1.

8 Dicloro antraquinona

1.5 Dicloro

antraquinona

1.8-dihidroxi-4.5-

dinitroantraquinona

1.8

Dihidroxiantraquinona

1 Cloro antraquinona

2 Cloro antraquinona

e——
5

o wn;;,\i -

1.5 Dihidroxi antraquinona

DMSO

Agar

Figura 4: Evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas con ciprofloxacina en Klebsiella pneumoniae.

Andrea Cabrera Bermeo — Viviana Vasquez Urgiles

46




Universidad

Catodlica

de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

Evaluacion del efecto sinérgico de antraquinonas sintéticas en

combinacién con antibidticos tradicionales

El dltimo experimento se realizd, en vista de que los resultados con ciprofloxacina
fueron negativos, se decidié probar si estas antraguinonas podian sensibilizar a
estas bacterias frente a otros antibioticos a los que ellas presentaban resistencia. A
partir de los resultados del antibiograma previamente mencionado, se decidio
seleccionar la colonia numero 1 de E. coli, que presentaba resistencia a la ampicilina

(figura 6).

Escherichia coli

|5 Disco de ampicilina 10 pg.

Figura 5: Colonia numero 1 seleccionada de Escherichia coli con resistencia a ampicilina, en donde
la flecha sefiala el disco de ampicilina. Los discos corresponden a: AM: ampicilina, SXT:
trimetroprima-sulfametoxazol, AK: amikacina, C: cloranfenicol, CN: gentamicina, CXM: cefuroxima,
CLR: claritromicina, AX: amoxicilina y MXF: moxifloxacina.

Los resultados que se encuentran en la figura 7, revelan que entre todas las
antraquinonas que fueron probadas, la antraquinona 1,8-dihidroxi-4,5-
dinitroantraquinona (250 pg/mL) permiti6 generar un halo de inhibicion con
ampicilina (10 pg), resultado que sugiere que esta antraguinona es capaz de
sensibilizar a E. coli frente a ampicilina 10 pg. Por otro lado, ninguna de las

antraquinonas restantes mostré una actividad similar.
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Los experimentos fueron realizados por triplicado para comprobar los resultados
obtenidos.

Escherichia coli

1.5 Dinitro antraquinona

1.8-dihidroxi-4.5-

dinitroantraquinona

2 Cloro antraquinona

1.5 Dihidroxi antraquinona DMSO Agar

Figura 6: Evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas con antibiéticos tradicionales en Escherichia coli, en en el
cual las flechas indican donde se encuentra el disco de AM: ampicilina. Los discos corresponden a: SXT: trimetroprima-
sulfametoxazol, AK: amikacina, C: cloranfenicol, CN: gentamicina, CXM: cefuroxima, CLR: claritromicina, AX: amoxicilina

y MXF: moxifloxacina.
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A partir del resultado anterior, el siguiente paso fue incrementar la concentracion de
esta antraquinona, para saber si al incrementar las concentraciones presenta un

mayor efecto sensibilizante.

En la figura 8 y en la tabla 1, se observa los resultados de este experimento, los
cuales revelan que con 750 pg/ mL de la antraquinona 1,8-dihidroxi-4,5-
dinitroantraquinona con ampicilina 10 pg se presenta un halo de inhibicién de 11
mm. Interesantemente a concentraciones mayores no se observd efecto
sensibilizante.

Escherichia coli: 1.8-dihidroxi- 4.5-dinitroantraquinona

500 pg /mL

250 pg /mL DMSO

Figura 7: Experimento de 1.8-dihidroxi-4.5-dinitroantraquinona a diferentes concentraciones junto

con ampicilina frente a Escherichia coli.
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Tablal: Didmetro de inhibicion del crecimiento de E. coli provocado por discos de ampicilina (10
Hg) en combiancion con 1,8-dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona. Las barras representan la media de
tres experimentos independientes.

Por otra parte, se efectué el mismo procedimiento con K. pneumoniae, se seleccion6
la colonia niamero 10, sin embargo, en este caso no presenté sensibilidad a la

ampicilina como se muestra en la figura 9.

Klebsiella pneumoniae

Figura 9: Colonia numero 10 seleccionada de Klebsiella pneumoniae junto con discos de

antibioticos. Los discos corresponden a: AM: ampicilina, SXT: trimetroprima-sulfametoxazol, AK:
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amikacina, C: cloranfenicol, CN: gentamicina, CXM: cefuroxima, CLR: claritromicina, AX:

amoxicilina y MXF: moxifloxacina.

Como se observa en la figura 10 los resultados en este caso no presentaron efecto
sensibilizante de ninguna antraquinona en combinacion con los nueve antibioticos

seleccionados.

Experimento que se realiz6 por triplicado de esta manera comprobando los

resultados mencionados.

Klebsiella pneumoniae

Antraquinona 1.5 Dinitro antraquinona | 1.8 Dicloro antraquinona | 1.5 Dicloro antraquinona

1.8-dihidroxi-4.5- 1.8 1 Cloro antraquinona 2 Cloro antraquinona
dinitroantraquinona Dihidroxiantraquinona
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1.5 Dihidroxi DMSO Agar
antraquinona

Figura 10: Evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas con antibiéticos tradicionales en
Klebsiella pneumoniae.Los discos corresponden a: AM: ampicilina, SXT: trimetroprima-
sulfametoxazol, AK: amikacina, C: cloranfenicol, CN: gentamicina, CXM: cefuroxima, CLR:

claritromicina, AX: amoxicilina y MXF: moxifloxacina.

. DISCUSION

Debido a que la mayoria de infecciones causadas por microorganismos resistentes
a antibidticos tienen como principales protagonistas a las bacterias Gram-negativas,
especialmente Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, es que varias
investigaciones a nivel mundial buscan nuevos compuestos antibacterianos (117).
En este contexto, se ha considerado importante para el presente trabajo evaluar
nueve antraquinonas sintéticas frente a 10 cepas asiladas de E. coli y K.

pneumoniae.

En los experimentos realizados para la evaluacion del efecto antimicrobiano de las
antraquinonas por el método de Kirby-Bauer y macrodilucion, no se observo
inhibicion del crecimiento de ninguna de las antraquinonas sobre las bacterias
seleccionadas. Mientras que, Yan-Wen WU. et. al. indican que la 1,8-
dihidroxiantraquinona, emodina y la reina tienen la capacidad de inhibir S. aureus,
para ello emplearon el método de flujo detenido en la medicion microcalorimétrica,
la bacteria se colocé en un medio de cultivo con peptona y su crecimiento se
visualizé a 37°C (118). Por lo tanto, dan a conocer que la combinacién de las dos
antraquinonas mencionadas presentaron efecto antibacteriano frente a una bacteria

diferente.
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En el articulo de Yan-Wen WU. et. al. indican que se inhibié el crecimiento de S.
aureus a diferentes concentraciones en de los compuestos, con la emodina se
empleo 4 ng/mL, en la reina 6 png/mL y con 1,8-dihidroxiantraquinona utilizaron 800
pg/mL (118).

Este resultado es interesante en comparacion del presente trabajo que no presentd
efecto alguno con la antraquinona mencionada, esto debido a que se utilizd una
concentracion de 250 ulL, por lo tanto, en el trabajo de Yan-Wen WU. et. al.
realizaron el experimento con una mayor concentracion en comparacion del trabajo

realizado, por lo que se considera un resultado relevante.

Al igual que, en un articulo de Manal M. et al. explican los derivados de Rhamus
cathartica, en este caso realizaron cromatografia en columna de gel de silice
repetida para la obtencion de una nueva antraquinona denominada 1,8-dihidroxi-2-
[(2)-4-metilpenta-1,3-dien-1-il] antraquinona, la cual presenté un efecto inhibitorio
frente a E. coli y S. aureus, al igual que la emodina dio como resultado la misma

actividad antibacteriana (119).

Para ese experimento emplearon el método de Kirby-Bauer, en donde utilizaron
discos de papel filtro de 0,5 cm de diametro a los que se le coloco 1 mg del extracto
de metanol de la planta y compuestos puros aislados adicionando 100 pg de la
muestra, para lo cual se obtuvieron los resultados mencionados (119), lo que da a
conocer gue otros tipos de antraquinonas tienen efecto antibacteriano frente a una

de las bacterias seleccionadas en el experimento.

De igual manera, existen otros estudios que indican efecto de varios tipos de
antraquinonas frente a bacterias, como es el caso de un experimento realizado por
Mohanlall V y Odhav B, dan a conocer que la 9,10-antracenodiona y 1-hidroxi-4-
metilantraquinona presentaron actividad antibacteriana frente a Micrococcus luteus,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Escherichia coli , para lo cual al igual que
el experimento anterior utilizaron el método de Kirby-Bauer, se colocaron 50 uL de

los compuestos en discos de papel filtro de 5 mm, posterior estos discos se
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colocaron sobre las placas bacterianas incubandolas a 37°C por 24 horas (120), es

un resultado relevante para inhibir las bacterias seleccionadas.

Asi mismo, existen estudios en los que se ha demostrado que la emodina tiene
efectos antibacterianos frente a bacterias Gram-negativas y Gram- positivas, como
indican Leonidah K. et al. en su estudio demostraron que la emodina 1,3,8-trihidroxi-
6-metil-antraquinona presenté actividad bacteriana minima frente a cepas
multirresistentes de E. coli y K. pneumoniae, este compuesto natural se aislo de
plantas kenianas, para determinar el CMI de las bacterias. Emplearon un ensayo
colorimétrico rapido, para lo cual diluyeron las muestras de prueba con el antibiético
de referencia en caldo de dimetilsulfoxido (DMSO) / Muieller — Hinton Broth (MHB)
(121).

Posteriormente afiadieron 100 uL del indculo preparado en una microplaca de 96
pozos, la mezcla fue agitada e incubada a 37°C por 18 horas y presento valores de

CMI de 128 pug/mL para las dos bacterias (121).

Por otra parte, en la evaluacion del efecto sinérgico de las antraquinonas frente a
ciprofloxacina, no se evidenciéo este efecto de ninguna de las antraquinonas
combinadas con ciprofloxacina. Hasta donde llega nuestro conocimiento obtenido
de la bibliografia no existen estudios de antraquinonas en combinacién con

ciprofloxacina sobre E. coli y K. pneumoniae.

Otros estudios, como el de Young S. et al. encontraron que la emodina 1,3,8-
trinidroxi-6-metil-antraquinona con amoxicilina y oxacilina presenta un efecto
sinérgico frente a cepas de Staphylococcus aureus con resistencia a la meticilina,
emplearon el método de difusion de disco de papel, en el cual colocaron 20uL de
emodina en el disco de papel filtro, las concentraciones variaban de 10 a 50 uL por
disco, la misma que estaba disuelta en DMSO, posterior colocaron el agar Mueller
— Hinton en cajas petri adicionando 100 uL de las suspension de bacterias y se
incubaron a 37°C por 24 horas (122).

Al evaluar el efecto sinérgico de las antraquinonas con nueve antibidticos

tradicionales en las bacterias usadas en el presente estudio, se observé que la 1,8-
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dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona sensibiliza a E. coli frente a la ampicilina. Estos
resultados muestran que los grupos nitro localizados en las posiciones 4y 5 en la
estructura de la 1,8-dihidroxiantraquinona son los responsables de generar este
efecto antibacteriano ya que esta antraquinona solo con grupos hidroxilo no
presenta este efecto. Por otro lado, los grupos nitro localizados en otras posiciones

como en la 1,5 dinitroantraquinona no generan ningun efecto.

Con relacién a los grupos cloro en las distintas posiciones de las antraquinonas
seleccionadas para este estudio no muestran ningun efecto sobre estas bacterias.
Sin embargo, un estudio de Duan F. et al. en un experimento con la emodina y la
1,3,8-trihidroxi-6-metil-antraquinona (CE) de cloruro natural de hongos y liquenes,
explican que la emodina clorada (CE) presenta mas eficacia que la emodina ya que
inhibe mejor las bacterias Gram-positivas utilizando menor concentracion del
compuesto, como es el caso de S. aureus que la inhibe en concentraciones de 16
uL en comparacion de la emodina que alcanzo6 hasta 256 uL, de igual manera en E.
faecalis la primera inhibi6 a 256 pL mientras que la segunda >256 plL,
desafortunadamente no tiene un efecto satisfactorio en Gram-negativas. Para este
estudio, diluyeron la emodina y la CE en DMSO, mientras que, para determinar el
CMI se empled el método de microdilucion de agar, obteniendo mejores resultados
de la emodina clorada (20).

El trabajo es relevante en comparacion del experimento realizado en esta
investigacion, en el cual se emple6 dos antraquinonas cloradas, como es 1-
cloroantraquinona y 2-cloroantraquinona, desafortunadamente no dio algun efecto
significativo frente a las bacterias seleccionadas. Pero es importante mencionar que
en el estudio de Duan F. et. al. obtuvieron que para E. coli se necesitd
concentraciones >256 uL de la emodina clorada, en comparacién de este
experimento que se emple6 250 uL como concentracion de las antraquinonas, lo
gue indica que para que las antraquinonas cloradas tengan la capacidad de inhibir
a la bacteria mencionada se requieren de concentraciones mayores a las

empleadas.
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Interesantemente, no existen reportes en la literatura sobre ningun tipo de efecto
antibacteriano o sensibilizador de esta antraquinona. Por otro lado, un estudio de
Huang SW. et al. revela que la 1,8-dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona es capaz de
interferir con la angiogénesis tumoral, por lo que podria ser una molécula
prometedora para el desarrollo de potenciales antitumorales (123) ya que, revela

que tiene actividad anticancerigena.

Es importante mencionar, que no existen estudios previos con algunas de las
antraquinonas empleadas en este experimento frente a E. coli y K. pneumoniae,
como ya se ha indicado en el caso de la antraquinona 1,8-dihidroxi-4,5-
dinitroantraquinona, por lo que destaca la importancia del analisis para futuros

experimentos.
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IV.1.- CONCLUSIONES

Una vez realizada la respectiva investigacion con el objetivo de evaluar los efectos
antibacterianos de antraquinonas sintéticas, solas o combinadas con ciprofloxacina
sobre cepas aisladas de K. pneumoniae y E. coli se llega a las siguientes

conclusiones:

e Se compard los efectos antibacterianos de las antraquinonas, antraquinona, 1,5-
dihidroxiantraquinona, 1,8-dihidroxiantraquinona, 1,5-dinitroantraquinona, 1,8-
dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona, 1-cloroantraquinona, 2-cloroantraquinona, 1,5-
dicloroantraquinona y 1,8-dicloroantraquinona sobre las cepas bacterianas
aisladas resistentes a ciprofloxacina el cual no presentaron efecto
antimicrobiano a distintas concentraciones.

e Por ultimo, se identificd las combinaciones de antraquinonas con ciprofloxacina
con mayor actividad sobre las cepas bacterianas resientes a ciprofloxacina, por
lo que no existio sinergismo de las antraquinonas con ciprofloxacina a las

concentraciones probadas.

Pese a los resultados negativos, se evalué el efecto sinérgico de las antraquinonas
en combinacién con antibidticos tradicionales por lo que la antraquinona 1,8-

dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona mostro un efecto sensibilizante frente a E. coli.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

Una vez obtenida las conclusiones, se procede a redactar las recomendaciones en

base a los experimentos que se realizaron en el presente trabajo:

e Se deberian estudiar otro tipo de antraquinonas frente a E. coli y K. pneumoniae

ya que es posible que puedan inhibir su crecimiento.

e Evaluar en otro tipo de bacterias que sean resistentes a ciprofloxacina, la
capacidad de inhibir en combinacion con las antraquinonas que se emplearon

en este experi mento.

e Es importante también tomar en consideracion a la 1,8-dihidroxi-4,5-
dinitroantraquinona para estudios posteriores en donde se empleen otro tipo de

bacterias que presenten relevancia al causar enfermedades en la actualidad.

e También se podrian estudiar antraquinonas similares a las utilizadas en este
experimento, con el fin de que al tener diferente estructura quimica pueda ser la

clave de que presenten efectos terapéuticos.
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ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ATP: Adenosin trifosfato.

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido.

CE: Emodina clorada.

CIM: Concentracion Minima Inhibitoria.
DMSO: Dimetilsulféxido.

DAEC: Escherichia coli de aherencia difusa.
DEC: Escherichia coli diarreica.

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa.
E. coli: Escherichia coli.

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica.
EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva.

E. faecalis: Enterococcus faecalis.

EPEC: Escherichia coli enteropatogena.

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica.

INFOSAN: La Red Internacional de Autoridades de Inocuidad de los Alimentos.

ITU: Infeccidon del tracto urinario.

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae.

KPC: Klebsiella pneumoniae Carbapenemasa.

LT: Toxina termolabil.
mL: Mililitros.
MH: Mueller — Hinton.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
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S. aureus: Staphylococcus aureus.

SHU: Sindrome hemolitico urémico.

SNC: Sistema nervioso central.

ST: Toxina termoestable.

STX: Toxina Shiga

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis.
ug: Microgramos.

pug/mL: Microgramos/ mililitros.
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Anexo 1. Preparacion de agar Miller-Hinton.

Anexo 2. Preparacion de CHROMagar.
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Anexo 3. Tincion de Gram de Escherichia coli.

Anexo 3. Tincion de Gram de Klebsiella pneumoniae.
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