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Marco Tebrico

Capitulo |

Canela

La humanidad le ha dado una funcién prioritaria a la canela durante miles de afos;
sus usos varian desde remedio tradicional para curar malestares del cuerpo, a

saborizante y condimento en la parte alimentaria.

Existen ejemplos sobre el empleo que se le dio a la canela histéricamente. En el
antiguo Egipto esta especia junto con el anis, comino, orégano y otras especias
exoticas se usaron para embalsamar cadaveres en el proceso de momificacion; la
Biblia describe la utilidad que tuvo la canela como remedio medicinal, algo que fue
complementado por el “padre de la medicina china” el emperador Shen Nung
alrededor del 1800 a.C.. En Grecia y en Roma se manejé con frecuencia para
mejorar la digestion; el gedgrafo e historiador Herddoto (484-425 a.C.) menciona en
sus escritos el uso de esta especia procedente de Ceilan, actual Sri Lanka
(Cinnamomum zeylanicum) y el uso de la canela de la China (Cinnamomum cassia).
Se cree que esta especia, junto con la pimienta y el cardamomo, fueron las primeras
gue se usaron en la zona mediterranea. El consumo de la canela en Occidente
estuvo restringido a las clases mas ricas que eran las Unicas que podian
costear el precio de esta especia que debia de ser traida desde remotos lugares.
Durante la Edad Media la mayor parte de suventa fue controlada por los
comerciantes venecianos y genoveses que la obtenian a través de los musulmanes

gue controlaban las rutas de oriente!l,



El mayor auge del comercio y uso que se le dio a la canela fue durante los siglos
XVI y XVII, cuando los portugueses encontraron arboles de canela en Ceilan,
guienes se encargaron de su comercializacion. Los holandeses ocuparon Ceilan
hasta el siglo XVII hasta que fue capturada por los britanicos en 1796 apoderandose

del comercio de esta especia por medio de la East India Company.[?

En la actualidad se conocen mas de 250 especies del genero Cinnamomum. El mas
usado de estas especies es Cinnamomum zeylanicum, también conocido como
Cinnamomum verum. Es un arbol perenne de la familia Lauraceae; puede llegar a
medir hasta 20 metros de alto, su corteza es gruesa, por dentro es de un color rojizo
y por fuera un marrén grisaceo; sus hojas recientes son de un color rosado que al
madurar se vuelven verdes, sus flores son pequefas y de color amarillo palido, los
frutos ovoides carnosos de alrededor de 1 cm de diametro color morado oscuro o
negro, con una sensacion muy picante y no son comestibles. La raiz griega es:
kinnamon (madera dulce) arbol originario de la isla Sri Lanka y del suroeste de

India. 1

La canela tiene un olor y sabor particular. Se perciben notas dulces en su olor, al
gusto tiene notas astringentes y dulces, se considera su sabor como “picante” y es
ampliamente utilizada en la industria farmacéutica, alimentaria y quimica; como
alimento se manipula principalmente a manera de saborizante. La obtencion de la
canela se da en temporada de lluvias, ya que esto ayuda que se retire la corteza
externa del arbol y pueda extraerse el interior. Posteriormente, la corteza interna

se corta, se enrolla y se rellena con fragmentos de corteza para después secarla.



Para finalizar el proceso y antes de que se comercialice, los rollos de canela sufren

un proceso de blanqueamiento.!?
Principales usos de la canela.

Como especia se utiliza abundantemente en la cocina para pastas, pasteles,
compotas, arroz, carne, ensaladas de frutas y verduras, frutas cocidas y

asadas.

La industria manipula la canela por sus propiedades antifingicas vy
antibacterianas, creando una gran variedad de sustancias relacionadas con la

higiene bucal: dentifricos, enjuagues bucales, etc.

En farmacia el aceite esencial se emplea para la composicion de jarabes y
vaporizadores nasales que combatan enfermedades respiratorias fuertes o un

resfriado.

La industria de la alimentacién recurre al aceite esencial para la conservacion
de alimentos, por su riqueza en aromas y dar sabor asi como olor a humerosos
preparados, entre ellos refrescos de colas, chicles o numerosas bebidas

alcohdlicas.

Su riqueza en fragancias la hace muy adecuada en la industria de la

perfumeria, en la elaboracién de perfumes, jabones, champus, etc.Fl
Usos medicinales (tradicionales) del arbol de la canela.

Aparato digestivo: La canela posee propiedades carminativas, antiulcerosas,

estomacales y antieméticas. Las propiedades digestivas de esta planta son



producidas por los aceites esenciales que contienen propiedades disgregadoras de
los alimentos. Asi mismo, estos aceites son responsables de estimular la salivaciéon

y los jugos gastricos facilitando la digestion.

Estas virtudes se utilizan para el tratamiento de anomalias del aparato digestivo

como:

Aerofagia: Las propiedades carminativas y antiespasmoédicas de esta
especia son empleadas tradicionalmente para remediar las flatulencias o el exceso

de gases acumulados en el aparato digestivo.

Digestiones dificiles: Sus componentes le permiten estimular los &acidos
gastricos y favorecer la disgregacion de los alimentos lo cual facilita la

digestion.

Vomitos: El alcanfor le proporciona propiedades antieméticas ideales para

el tratamiento de las nauseas o los vomitos.

Composicién de aceite esencial de canela.

Las hojas, la corteza del tallo y en menor medida la raiz de C. zeylanicum contienen
el aceite esencial. Se caracteriza por la presencia de monoterpenos como el
alcanfor, alcanfeno, cuminaldehido, paracimeno, geraniol y su acetato, limoneno,
linalol, nerol, acimeno, felandreno, alfa y beta-pineno, gama-terpineno y alfa-
terpineol; los sesquiterpenos beta-cariofileno, farnesol, alfa-hunmuleno, beta-
selaneno y alfa-yalangeno; y los componentes fenilicos cinamaldehido, acetato del
acido cinamico, alcohol cinamico, eugenol y su acetato. En proporcién, el principal

componente de aceite esencial en la corteza del C. zeilanicum es el cinamaldehido,



seguido del eugenol; mientras que en las hojas el principal componente del aceite
esencial es el eugenol (cerca de un 81-85%). Puede mencionarse como ejemplo al
aceite esencial de Cinnamomum verum que contiene aproximadamente 63%
cinamaldehido, 8% limoneno, 7% eugenol, 5.5% propileno de cinamaldehidoy <1-
2% y una variedad de compuestos de terpenos (a-pinene, camphene) composicion
obtenida con un equipo acoplado cromatégrafo de gases/espectrometro de

masas.
Propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales presentan propiedades de inhibicion a microorganismos.
Esto es conocido desde hace muchos afios a través de la medicina tradicional.
Debido a los diferentes y variados componentes que presentan los aceites, estos
se han clasificados de acuerdo a cuales tienen una mayor actividad antimicrobiana,
de la siguiente forma fenoles > aldehidos > cetonas > alcoholes > éteres >
hidrocarburosll. Una gran cantidad de estudios han demostrado la sinergia al usar
aceites esenciales en combinacion con antibiéticos y asi producir un efecto inhibidor

mayor de los microorganismos. 6]
Aceite esencial de Canela.

Un gran namero de estudios han probado la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de canela, ya sea contra bacterias Gram positivas como Gram negativas!’.
Estos estudios han demostrado poder inhibir cepas de Streptococcus sp,
Enterococcus sp, Staphylococcus aereus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus,

Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella neumoniae,



Pseudomonas eaureginosa, Clostridium perfringes, Mycobacterium smegmatis,

Listeria sp. y Candida albicans®.

En el articulo Composition, antimicrobial activity and in vitro cytotoxicity of essential

oil from Cinnamomum zevlanicum Blume (Lauraceae) se identificaron nueve

constituyentes que representan el 99,24% del aceite. El de mayor presencia es
cinamaldehido (68.95%), benzaldehido (9.94%), (E)-acetato cinamico (7.44%),
limoneno (4.42%) y eugenol (2.77%). Otros componentes analizados representan

poco menos del 2%.

Un gran namero de articulos coinciden con estas proporciones, confirmando al
cinamaldehido como el de mayor presencia en el aceite esencial de corteza de
canela, con sus demas constituyentes principales como el benzaldehido, limoneno

y el eugenol 8,

Conjuntamente, otros reportes han probado y demostrado las propiedades
anticancerigenas, antinflamatorias, antifingicas, antibacterianas y cicatrizantes del

cinamaldehido y eugenol. PlI10I11][12]



CINAMALDEHIDO

Como se mencion6 en el capitulo anterior, es el componente mayoritario de la
canela y uno de los responsables de la mayor parte de sus propiedades. Ademas
de su accion antimicrobiana, es capaz de disminuir la presion arterial mediante su
interaccién con los canales de calcio celulares, asi como de reducir los niveles de
glucosa en sangre gracias a un incremento de la sensibilidad a la insulina. Sin
embargo, lo mas impactante es su desempefio en combatir enfermedades como el

Alzheimer y en la viabilidad de células cancerosas. 10 1]
ESTRUCTURA QUIMICA

De formula molecular CoHsO y masa molecular 136.2 g/mol, el cinamaldehido
se encuentra presente en la naturaleza como trans-cinamaldehido, y esta
compuesto por un aldehido insaturado unido a un grupo fenilo; por ello, tiene
aromaticidad. Tiene color amarillo palido y presenta una baja solubilidad en agua,

siendo muy soluble en aceites 8,

CINAMALDEHIDO Y PRESION SANGUINEA

Ya en el siglo pasado, en la década de los 70, se descubri6 que el cinamaldehido
provocaba una rapida disminucién de la presion arterial, que se atribuy6 a un efecto
vasodilatador. Sin embargo, no fue posible demostrar cual era la causa subyacente.
Nuevos estudios demostraron la existencia de una dependencia entre la
concentracion de cinamaldehido y su efecto vasorrelajante en anillos de aorta de
rata (sin presencia de endotelio) precontraidos mediante KCI o prostaglandina, y se

planted que su accion se debia al blogueo de los canales de Ca?*, lo que inducia
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una inhibicién directa de la contracciébn muscular. Ademas, se demostré que el

cinamaldehido protegia contra la hipertension asociada a la diabetes,

argumentandose que la posible causa era el bloqueo de la elevada entrada de Ca?*
en células vasculares que se da en dicha patologia, lo cual apoyaba la informacién
anterior. Posteriormente se volvid a demostrar que la disminucién de la presion
sanguinea provocada por el cinamaldehido era independiente del endotelio, y se
propuso que se debia a la inhibicion de la afluencia de calcio y/o su liberacion
intracelular.

Por otra parte también se estudié como la inhibicion de los canales de calcio de tipo
L por parte del cinamaldehido es, en parte, responsable del efecto vasorrelajante
del mismo, como puede observarse en la siguiente gréfica (Fig. 1), en la que se

muestra la relacién entre la concentracion de cinamaldehido frente a su efecto

vasorrelajante. !
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Fig. 1. Efecto vasorrelajante del cinamaldehido.!
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4. CINAMALDEHIDO Y ALZHEIMER

La forma mas comun de demencia es el Alzheimer, una enfermedad
neurodegenerativa debida al depdésito de agregados proteicos, denominados
amiloides y ovillos neurofibrilares formados como consecuencia de modificaciones
anormales como hiperfosforilacion u oxidacion, en la proteina tau, la cual es de vital
importancia para el ensamblaje, funcion y estabilidad de los microttbulos!1°.

En un estudio se demostr6 que dos componentes de la canela reducen la
agregacion in vivo de proteinas tau, al ser menor la absorbancia a 305 nm de las
muestras incubadas con cinamaldehido (ya que el agregado de tau aporta turbidez).
En sintesis, los compuestos empleados fueron el cinamaldehido y la epicatequina
en su forma oxidada, los cuales interaccionan con los dos residuos cisteinil de tau,
reduciendo significativamente su agregacion. Ademas, dichos componentes son
capaces de proteger a la proteina tau de los dafios oxidativos provocados por

radicales libres y otros productos toxicos. [1°

5. CINAMALDEHIDO Y CANCER

En 2004 se realizdé una evaluacion de los efectos citotoxicos e inhibitorios del
cinamaldehido sobre lineas celulares cancerosas humanas y otras no cancerosas.
Los resultados (Fig. 2) fueron que el cinamaldehido presentaba un potente efecto
inhibidor de la viabilidad celular en los cultivos tumorales a concentraciones de
solamente 1 uM; mientras que las lineas celulares normales no se veian afectadas,
lo cual demuestra que la administracion de dosis elevadas de cinamaldehido no

deberia presentar efectos secundarios aparentes.
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Se planted que la accion antitumoral del cinamaldehido se debia a sus efectos en
la inhibicién del desarrollo de células cancerosas, unido a la induccién de apoptosis
en dichas células. Podria constituir un excelente tratamiento contra el cancer, siendo
capaz de actuar sobre el crecimiento y supervivencia de células tumorales de forma
diferente a los actuales tratamientos hormonales y la quimioterapia, que presentan

el inconveniente de la resistencia e hipersensibilidad a farmacos.[*1

Viability (%)

120 l Células cancerosas ® Celulas no cancerosas

1ddd

0.057 0.076 0.095
TCA conc (uMD)

Fig. 2. Efecto del cinamaldehido en la viabilidad celular.['!]

6. CINAMALDEHIDO Y DIABETES

La obesidad y la diabetes son enfermedades cronicas en las que se manifiesta un
incremento en el riesgo de enfermedad coronaria, infartos, hipertension,
dislipidemia y fallo renal, entre otras. Los afectados por la diabetes se caracterizan
por presentar elevados niveles de glucosa en sangre, junto a una moderada
hiperlipemia. Esto se debe a una insensibilidad a la insulina, lo cual provoca una
disminucién del transportador GLUT4, proteina encargada de la entrada de glucosa
desde el torrente sanguineo a la célula, y cuya presencia/ausencia en la membrana
plasmatica es regulada por la insulina. Asi, los compuestos que faciliten la
translocacion de GLUT4, o que incrementen la sensibilidad a insulina, pueden ser
beneficiosos en el tratamiento de la diabetes.!'?! Se comprobd en un estudio que si

se trataban ratas diabéticas (previamente alimentadas con una dieta rica en grasas)
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con extracto de canela, ésta producia efectos similares a la insulina, e incrementaba
la sensibilidad hacia dicha hormona; ademas, la secrecién de haptoglobina, proteina
gue aparece elevada en los casos de obesidad, experimentaba una reduccion,
mientras que la expresion de leptina, proteina lipolitica, se incrementaba. Las
conclusiones fueron que el efecto anti-diabético del extracto de canela se debia al
incremento de sensibilidad a insulina, la disminucién de los niveles de glucosa en
sangre y el aumento de la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo

de los lipidos.[*2

7. ACCION ANTIMICROBIANA
Desde hace mucho tiempo la canela ha sido utilizada para preservar los alimentos
debido a su accion antibacteriana. Se calcularon distintos parametros del aceite
esencial de canela relacionados con su actividad bactericida, su concentracion
minima inhibitoria (CMI), es de unos 50 mg/L, y su concentracién minima bactericida

(CMB), se sittia alrededor de unos 150 mg/L.1*3!
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EUGENOL

El eugenol es un miembro de los compuestos de la clase alilbencenos. Es un liquido
oleoso de color amarillo palido extraido de ciertos aceites esenciales, especialmente
del clavo de olor, la nuez moscada y la canela. Es dificiimente soluble en agua y

soluble en solventes organicos. Tiene un agradable olor a clavo. 119

HO

Figura. 3. Molécula de eugenol

Existen una gran cantidad de usos del eugenol, entro los principales estan los
siguientes: se emplea en perfumes, saborizantes, aceites esenciales y como
antiséptico y anestésico local. Se utilizaba en la produccién de isoeugenol para la
fabricacion de vainillina, pero actualmente es desplazado por el uso de
petroquimicos. En odontologia se utiliza como eugenato de zinc, obtenido al
mezclarlo con Oxido de zinc. Se usa como cemento dental para obturaciones
temporales o provisionales (popularmente, por su olor caracteristico es el clasico
"olor a dentista™). Los derivados del eugenol o del metoxifenol se usan ampliamente
en perfumeria y como saborizantes, para formular atrayentes de insectos y
absorbentes de radiacion UV, analgésicos, biocidas y antisépticos. También se
emplean para la fabricacion de estabilizantes y antioxidantes para plasticos y

hules.t4
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Ademas, se utilizan como insecticidas. Se mencionan como componentes
principales de los cigarros de clavo al eugenol y a la nicotina. Se usan como fuente
de carbono para Pseudomonas y Bacillus (isoeugenol en el caso de Bacillus) para

la obtencién de vanilina (vainilla artificial).

Como se menciond anteriormente, el eugenol tiene numerosas propiedades. Es
ampliamente utilizado por los odontélogos para sus tratamientos, las propiedades
atribuidas al eugenol es el alivio del dolor al aplicarlo en los dientes y encias. El
eugenol es un blogueador irreversible de la conduccidn nerviosa y en
concentraciones bajas, es capaz de reducir la transmision sinptica de la zona
neuromuscular. Varios estudios han concluido que el eugenol inhibe a la
ciclooxigenasa, favoreciendo el efecto analgésico y anestésico al lograr la inhibicién
de la biosintesis de las prostaglandinas. A bajas concentraciones, el eugenol inhibe
la actividad nerviosa de forma reversible, como un anestésico local. Después de la
exposicion a altas concentraciones de eugenol, la conduccién nerviosa es
bloqueada irreversiblemente, indicando un efecto neurotoxico. ElI eugenol
igualmente reduce la transmision sinaptica en la union neuromuscular. Las fibras
nerviosas sensoriales y sus funciones desempefian un papel importante en la
generacion de la respuesta inflamatoria, ya que los nervios sensoriales en la pulpa
dental contienen péptidos vasoactivos, como la sustancia P, péptido relacionado
con el gen de la calcitonina, y otros. El hecho de que el eugenol inhiba la actividad
nerviosa y los componentes vasculares de la respuesta inflamatoria, asi como la
relacion entre estos elementos, puede estar vinculado con sus posibles efectos

antiinflamatorios.4
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Los efectos provocados por especies reactivas de oxigeno son eventos moleculares
relacionados con el dafio tisular. Mdltiples estudios han demostrado la capacidad
antioxidante del eugenol y compuestos relacionados (como el isoeugenol), de inhibir
la peroxidacién lipidica inducida por especies reactivas de oxigeno. Igualmente,
inhibe la formacion del radical superoxido en el sistema xantina-xantina oxidasa, asi
como la generacion del radical hidroxilo, previniendo la oxidaciéon de Fe?* en la
reaccion de Fenton, la cual genera este radical que es uno de los mas agresivos

para los tejidos por todas las reacciones que desencadenal’®l.

En altas concentraciones tiene un efecto bactericida, accion que se ha atribuido a
los fenoles por degeneracion de las proteinas, lo que resulta en dafio a la membrana
celular, mientras que a bajas concentraciones tiende a estabilizar a las membranas
celulares, lo cual previene la penetracion de las bacterias a los conductos
dentinarios. Los resultados sugieren que el eugenol inhibe el crecimiento de varios
organismos fungicos patégenos, ya sea solo o combinado (Eugenol - Timol, Eugenol
- Carvacrol), que pueden ser eficaces en el tratamiento de enfermedades
infecciosas orales. Igualmente se han estudiado los efectos antibacterianos del
oxido de zinc-Eugenol y otros materiales contra bacterias aerdbicas vy

anaerobicas.?!
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Capitulo Il

Antibidticos

En los primeros afios del siglo XX, cuando Paul Ehrlich anuncié la eficacia del
salvarsan para el tratamiento de la sifilis, su “bala magica”, se penso que la lucha
contra las enfermedades infecciosas habia sido ganada. Lo adelantado de este
descubrimiento no sirvié como inspiracion al desarrollo de la investigacion, porque
en el afo 1914 estalla la Primera Guerra Mundial y durante seis largos afios las

urgencias impiden gque se piense en desarrollos futuros.

En esa época eran comunes las infecciones y también las muertes por estas; un
ejemplo celebre de la época es Calvin Coolidge, hijo del trigésimo presidente de los
Estados Unidos quién murié el 7 de julio de 1924 siendo la causa de su muerte una
septicemia. Una semana antes el joven se habia hecho una herida en el dedo de un
pie que parecia poco importante; sin embargo, fue la puerta de entrada a su muerte.
Los hechos se iniciaron un martes, el miércoles en la noche se quejo de fuertes
dolores en la ingle, se pensd que era apendicitis, por lo que llamaron a los
especialistas, quienes llegaron rapidamente al correcto diagnéstico el dia jueves:
septicemia. El dia sabado ingreso al hospital y fue operado de urgencia debido a
gue la situacion era critica; el domingo empeoré la infeccion y para el lunes murié.

La muerte habia triunfado, no habia herramientas para la lucha.!®!

Doce afos después (1936) se presenta una noticia casi idéntica: Franklin Delano
Roosvelt Jr, hijo de otro presidente, estaba muy enfermo debido a una infeccion.

Pero habia més esperanzas, pues ya se contaba con un medicamento capaz de

18



matar microorganismos dentro de la corriente sanguineay el joven se salvl. De esta

manera se dié a conocer al publico el Prontosyl, la primera sulfamida. 1]

En 1935 Domagk habia presentado su primera monografia sobre eficacia del
Prontosyl.[*8] Aunque el mayor descubrimiento en ese rubro y que trajo un cambio
enorme a la historia de la humanidad fue el descubierto por Sir Alexander Fleming
en 1928. Mientras trabajaba en con el virus de la influenza, observé que el moho
gue se habia desarrollado accidentalmente en una placa de cultivo de estafilococos
habia creado un circulo libre de bacterias alrededor de si mismo. Decidido a
experimentar mas, se encontré con que un cultivo de moho impedia el crecimiento
de los estafilococos, incluso cuando se diluye 800 veces, llamando a la sustancia
activa penicilina. Por sus esfuerzos en el descubrimiento y desarrollo de la

penicilina, Fleming, Florey y Chain recibieron el Premio Nobel en 1945.[17]

En los afos siguientes, comenzaron a descubrirse nuevas drogas. En los afios 1940
se desarrollaron la estreptomicina, el cloranfenicol y la clortetraciclina; para 1950 la
eritromicina y vancomicina; en 1960, gentamicina, ampicilina, cefalotina y
amikacina; en 1970, cefalexina, carbenicilina, cefoxitina y cefaclor; 1980 cefotaxima,
moxalactam, combinacién acido clavulanico-amoxicilina, combinacion imipenem-
cilastatina, aztreonam. En 1990 aparecen las fluoroquinolonas, nuevos macrélidos,
nuevas cefalosporinas y agentes antivirales mas efectivos. Luego del 2000 se

registro la aparicion de quinolonas de espectro ampliado.[16]
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Mecanismo de accion de los antibidticos.

Las enormes diferencias que existen entre las células bacterianas y las células de
los mamiferos facilitan que los blancos de los antimicrobianos en una bacteria no
existan en las células del hospedador, o en todo caso, que esos blancos sean
suficientemente distintos como para que las diferencias en afinidad sean tan
marcadas que expliquen la accion selectiva sobre la bacteria. Los mecanismos de
accion de los antibiéticos son demasiado complejos y en la actualidad no han sido

dilucidados por completo.

Se tienen hasta el momento 4 mecanismos generales: los que actian inhibiendo
la sintesis de la pared celular bacteriana, la inhibicion de la sintesis de proteinas,
la inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos y la inhibicién de la membrana

bacteriana (figura 4).
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Figura 4: Esquema de estructuras bacterianas que incluye pared, membrana,
ribosoma y &cidos nucléicos, conjuntamente con algunos ejemplos de
antimicrobianos que actilan a esos niveles. 11

Entre los mecanismos de los antibiéticos, las drogas que atacan la pared bacteriana
ejercen su efecto a través del bloqueo de su sintesis. Interfieren con la sintesis de
peptidoglicanos, elementos esenciales de la constitucion de la pared, como por
ejemplo: los beta lactamicos, glucopéptidos (vancomicina, teicoplanina y
avoparcina), bacitracina y estreptograminas (virginiamicina, quinupristina-
dalfopristina). Los fosfolipidos en la membrana celular bacteriana son el sitio de
accion de las polimixinas (polimixina B y colistin). Son detergentes catiénicos y su
mecanismo de accioén supone la interaccion con los fosfolipidos de la membrana

celular y la alteracion de su estructura. Los antibidticos que interfirieren con la
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sintesis de proteinas a diversos niveles del organulo encargado de su elaboracién,
el ribosoma, constituyen un cumulo de agentes, a saber: aminoglucésidos y
aminociclitoles, tetraciclinas, cloranfenicol y sucedaneos, lincosamidas vy
macrolidos. Los agentes que actlian a nivel de los 4cidos nucleicos son varios y sus
sitios de accién diversos. Entre ellos tenemos a las sulfamidas y trimetoprima cuya
accion como antimetabolitos impidiendo la sintesis de purinas los distingue del
resto. Las fluoroquinolonas y la novobiocina actian a nivel de las cadenas de ADN,
impidiendo el superenrrollamiento por inhibicién de una topoisomerasa, la girasa de
ADN. Los nitroimidazoles, como el dimetridazol, metronidazol y tinidazol dan lugar
a la disrupcion de las cadenas de ADN, impidiendo su reparacién. Los nitrofuranos
tienen participacion de sus metabolitos intermedios originando la rotura de la cadena
del DNA bacteriano. Adicionalmente, se menciona que alteran tanto la respiracion
bacteriana como la funcién ribosomal!€l28l, En |a tabla 1 podemos ver algunos

ejemplos de la clasificacion quimica de los antimicrobianos.

| Grupo Miembros Modo de accion Espectro
Beta lactamicos: Penicilina G inhiben sintesis Bacterias G+
Penicilinas de pared
Penicilina V Idem Idem
Cloxacilina fdem Estafilococos
productores de
penicilinasa
Ampicilina Idem Bacterias G+ y G-\
Carbenicilina Idem P. aeruginosa
Beta lactamicos: Cefaloridina Inhiben sintesis Bacterias G+ y G-
Cefalosporinas de pared
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Beta lactamicos:
Inhibidores de la
Beta lactamasa

Beta lactamicos:
Carbapenems
Beta lactamicos:

Monobactams
Aminoglucésidos

Aminociclitoles

Azucares complejos
0
Lincosamidas

Rifamicinas

Péptidos

Glucopéptidos

Cefalexina

Cefuroxima

Moxalactam

Ceftiofur
Cefoperazona

Cefepima

Acido
clavulanico

Sulbactam
Tazobactam
Imipenem-
cilastatina
Aztreonam

Estreptomicina
Kanamicina
Neomicina
Gentamicina
Espectinomicina
Lincomicina
Clindamicina
Pirlimicina
Rifampicina
Polimixina B

Colistin
Vancomicina

Idem

Idem

Idem

idem
Idem

Idem

Se une a la beta
lactamasa
inactivandola
dem

fdem

Inhiben sintesis
de pared

dem

Inhiben sintesis
proteica porcion
30 S ribosomal

Idem

Idem

Idem

Idem

Inhiben sintesis
proteica porcion
50S ribosomal
fdem

Idem

Inhib e ARN
polimerasa

Desorganizan
membrana

Idem

Inhibe sintesis de
pared

Idem agregando
actividad frente a
Estafilococos
productores de
penicilinasa

idem con menos
actividad frente a G+
y mas frente a G-

Bacterias G+
Enterobacterias
idem
Pseudomonas
aeruginosa
Estafilococos y
enterobacterias
Gérmenes
productores de beta
lactamasa

fdem

idem

G+ y G- aerobios y
anaerobios

Gram negativos
aerobios

Bacterias G-

ldem

ldem

ldem

Bacterias G- y
micoplasmas
Bacterias G+,
anaerobios y
micoplasmas
idem

ldem

Bacterias Gram
positivas
micobacterias
Pseudomonas
aeruginosa
ldem

Bacterias G+ y G-
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Estreptograminas

Macrélidos

Fenicoles

Tetraciclinas

Sulfonamidas

Diaminopirimidinas

Fluoroquinolonas

lon6foros

Nitrofuranos

Teicoplanina
Avoparcina
Virginamicina

Eritromicina

Oleandomicina
Tilosina
Espiramicina
Tilmicosina
Cloranfenicol

Tianfenicol
Florfenicol
Oxitetraciclina

Doxiciclina
Minociclina
Sulfanilamida

Sulfadiazina
Sulfatiazol
Ftalilsulfatiazol
Trimetoprima

Baquiloprima
Enrofloxacina

Danofloxacina
Marbofloxacina
Sarafloxacina
Monensina

Salinomicina
Nitrofurazona

Idem

Idem

Inhibe peptidil
transferasa

Inhibe sintesis
proteica porcion
50S ribosomal
Idem

Idem

Idem

Idem

Inhibe sintesis
proteica porcién
50S ribosomal
Idem

Idem

Inhibe sintesis
proteica porcion
30S ribosomal

Idem

Idem

Interfieren sintesis
de acido fdlico

Idem

Idem

Idem

Interfieren sintesis
de acido
tetrahidrofélico
Idem

Inhiben ADN
girasa

Idem

Idem

Idem

Alteran flujo de
membrana

Idem

Previenen
traduccion ARN
mensajero

Idem
Idem

Bacterias G+ aerobias

y anaerobias

Bacterias G+ y G-

ldem

ldem

ldem

ldem

Bacterias G+ y G-
rickettsias y
chlamydias

ldem

ldem

Bacterias G+ y G-,
Rickettsias,

chlamydias y algunos

protozoos

Idem

Idem

Bacterias G+, G-y
coccidios

Idem

Idem

Idem

Bacterias G+, G-
aerobias

Idem

Bacterias Gram
positivas y Gram
negativas

ldem

Idem

Idem
Coccidiosis,
promocion del
crecimiento
Idem

Bacterias Gram
positivas y Gram
negativas
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Furazolidona Idem Idem

Nitroimidazoles Metronidazol Disrupcion del Anaerobios
ADN
Dimetridazol Idem Idem

TABLA 1. Clasificacion quimica de los antimicrobianos, algunos ejemplos, modo
de accion y espectro simplificados. 7]

Resistencia a antibi6ticos.

Desde los afios cuarenta, el desarrollo de farmacos eficaces y seguros para tratar
las infecciones bacterianas ha revolucionado el tratamiento médico y ha disminuido
notablemente la morbilidad y mortalidad de las enfermedades microbianas.
Lamentablemente, el desarrollo de antibacterianos eficaces se ha acompafiado de
la aparicion de microorganismos resistentes a los mismos. Esto no es inesperado,
ya que un principio evolutivo dice que gracias a su corto tiempo de duplicacion,
muchas especies bacterianas pueden presentar una rapida adaptacion evolutiva. El
fendmeno de resistencia impone graves restricciones a las opciones disponibles

para el tratamiento médico de numerosas infecciones bacterianas. 7]

La resistencia es un fenobmeno que aparece de forma natural con el tiempo,
generalmente por modificaciones genéticas (tabla 2). Sin embargo, el proceso se ve
acelerado por el mal uso y el abuso de los antimicrobianos. En muchos lugares hay
un abuso y mal uso de los antibiéticos tanto en las personas como en los animales,
y es frecuente que se administren sin supervision de un profesional. Como ejemplos
de uso incorrecto se pueden citar su administracién para tratar infecciones viricas,
como los resfriados o la gripe, asi como también como promotores del crecimiento

del ganado y los peces.
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Droga Descubrimiento Uso
clinico clinica
1928 1943 1954
1944 1947 1956
1946 1942 1956
1952 1955 1956
1956 1972 1994
1963 1967 1968
1978 1982 1985

TABLA 2. Afio de descubrimiento de los agentes antimicrobianos mas importantes
y afio de comunicacion de la existencia de cepas resistentes a los mismos.*8]

Los microorganismos resistentes a los antimicrobianos estan presentes en las
personas, los animales y el medio ambiente (agua, suelo y aire), que pueden
transmitirse de persona a persona o entre las personas y los animales. El mal control
de las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la manipulacion
inadecuada de los alimentos fomentan la propagacion de la resistencia a los

antibi6ticos.°!

Esto es aun mas grave debido a que el problema de resistencia se vuelve mas
complejo al tener cepas multirresistentes, no solo a uno o dos, si no en casos
extremos hasta mas de 10 familias de antibiéticos. Segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) nos acercamos a una era post-antibiéticos analoga a la era pre-
antibiotica. El tema ha sido tratado reiteradamente por la OMS y por el British
Medical Journal, emitiendo un llamado sobre esta amenaza desde mediados de
1990. La revista britanica de medicina Lancet acaba de hacer un llamado a la
accion. La red ReAct (Action on Antibiotic Resistance) la mas insistente en este
empefio, considera el acceso a la prevencion y al tratamiento de las infecciones

como parte del derecho a la salud hoy y para las generaciones venideras. [0
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Mecanismo de resistencia.

La resistencia bacteriana se puede dividir en dos subtipos, aquella que se encuentra
intrinsecamente en la célula, y la que es adquirida tomando elementos genéticos de

otro tipo de bacterias, ya sea de su misma especie u otra.

Resistencia natural o intrinseca.

La resistencia natural es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano. Por
ejemplo, algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa pueden crear una biopelicula
o biofilm, desarrollando una barrera que las hace menos susceptibles a los
antibiéticos, esto es un grave problema en personas con cateterismo o en las
infecciones pulmonares y en personas con fibrosis quistica. EI mecanismo real
detras de esta resistencia natural esta lejos de ser clara. Se ha argumentado que
los antibidticos pueden tener dificultades para penetrar en la matriz organizada que

rodea a las bacterias en las biopeliculas. [?1]

Mas ejemplos de resistencia intrinseca puede ser el tipo de los genes que codifican
para B-lactamasas, los multiples sistemas de expulsion de farmacos, las porinas

en bacterias Gram negativas y la permeabilidad de las membranas celulares.?!

Resistencia Adquirida.

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia en funcion de su variabilidad
genética. Nuevos mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos mediante
mutacion o mediante transferencia de material genético entre células bacterianas
de especies relacionadas o diferentes. Estos genes de resistencia pueden estar

codificados en el material genético cromosoémico o en elementos genéticos moviles
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como plasmidos, transposones e integrones que pueden ser adquiridos mediante

tres mecanismos que se explicaran mas adelante.

La gran mayoria de los mecanismos de resistencia pueden agruparse en las

siguientes categorias:

Inactivacion enziméatica: El principal mecanismo de inactivacion es la
hidrélisis, como sucede con las betalactamasas y los betalactamicos,
pero también pueden ocurrir modificaciones no hidroliticas tales como las
acetilaciones, adenilaciones o  fosforilaciones inactivantes de
aminoglucoésidos.

Modificaciones en el sitio blanco: en algunos casos hay una reduccién de la
afinidad del receptor por la molécula de antimicrobiano. Una mutacion de la
girasa de ADN, por ejemplo, puede dar lugar a una menor afinidad de las
guinolonas por la citada enzima. Otro ejemplo, es el cambio de las enzimas
involucradas en la sintesis de acido paraaminobenzoico, lo que da lugar a
resistencias a sulfas y trimetoprima.

Alteraciones de la permeabilidad: Las alteraciones de las membranas
bacterianas se ve fundamentalmente en Gram negativos, donde Ila
membrana externa de la envoltura celular es rica en lipidos e impermeable a
las sustancias hidrofilicas. De este modo dichas sustancias quedan
confinadas a la penetracion a través de proteinas transmembrana con
funcion de porinas. Existen algunas moléculas de antibiético, como
penicilina y vancomicina, que por su tamafio son incapaces de pasar a través

de las porinas de bacilos Gram negativos. La disminucién de la expresion de
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dichas porinas puede disminuir el flujo de llegada del antibiético al espacio
periplasmico. Se considera que en este caso los niveles de resistencia
alcanzados no suelen ser suficientes como para conferir resistencia absoluta
a un antibiético

e Expulsién del antibidtico por mecanismos activos. Las resistencias a las

tetraciclinas pueden se debidas a este tipo de mecanismos.[?!]

Las células bacterianas pueden adquirir material genético de manera horizontal,
estos mecanismos confieren resistencia a diversos tipos de antibioticos. Los tres
mecanismos amplios que median el desplazamiento eficiente del DNA entre las

células son: conjugacioén, transduccién y transformacion.
A. Transformacion

La transformacion consiste en la captacion directa de DNA “desnudo” del donador
por la célula receptora, lo cual puede ser natural o forzado (figura 5). La captacion
directa de DNA extrinseco por las bacterias receptoras depende de su competencia
para la transformacion. La competencia natural es poco comudn entre bacterias y
algunas de estas cepas son transformables sélo en presencia de factores de
competencia que se producen en un punto especifico en el ciclo de crecimiento.

Otras cepas sufren transformacion natural con rapidez. 22
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B. Transduccién

En la transduccién el DNA del donador se transporta en un fago cubierto y se
transfiere al receptor por un mecanismo utilizado para la infeccién por bacteriéfagos
(figura 5). La transduccién es una recombinacion genética en las bacterias mediada
por bacteri6fagos. En términos simples, una particula de transduccion puede
considerarse como el acido nucleico bacteriano en un fago cubierto. Incluso una
poblacién de fagos liticos puede contener algunas particulas en las cuales la
cubierta del fago esta encapsulando al DNA derivado de la bacteria mas que del

propio fago. Tal poblacion se ha utilizado para transferir genes de una bacteria a

otra. [22] [23]

C. Conjugacion

La conjugacién requiere que la célula donadora y receptora se encuentre en
contacto para la transferencia de una sola cadena de DNA (figura 5). El receptor
completa la estructura del DNA bicatenario mediante la sintesis de la cadena que
complementa a la cadena adquirida del donador. Los plasmidos son los elementos
genéticos que mas a menudo se transfieren por conjugacion. Las funciones
genéticas necesarias para la transferencia estan codificadas por los genes tra, que
son transportados por plasmidos autotransmisibles. Estos ultimos pueden movilizar
otros plasmidos o porciones del cromosoma para su transferencia. En algunos
casos se logra la movilizacion porque los genes tra proporcionan las funciones
necesarias para la transferencia de un plasmido por lo demas no susceptible de

transmision. 22
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TRANSFORMACION ADN transformante
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por un fago Lisis bacteriana Célula transducida

Figura 5. Procesos de adquisicion de resistencia, un gen de resistencia puede pasar
horizontalmente mediante los mecanismos de transformacion, transduccion y

conjugacion. 28l

Este material genético intercambiado puede contener genes de resistencia, pero a

su vez estos genes pueden ir codificados en los siguientes elementos: 24

A. Los plasmidos son porciones circulares de ADN extracromosémico que
pueden codificar para resistencia a un determinado antibiético. Cuando
codifican para resistencias se les denomina pladsmidos R. Los plasmidos son
autorreplicantes, independientemente del ADN cromosémico. En general
codifican caracteristicas que mejoran los rasgos de supervivencia de las
bacterias, sin ser imprescindibles para la misma.

B. Transposones: Los ya clasicamente conocidos como genes saltarines. Son
cadenas cortas de ADN que saltan de cromosoma a plasmido, en uno u otro

sentido, entre plasmidos o entre plasmidos y bacteriéfagos. La caracteristica
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mas saliente de este tipo de material es la de integrarse con facilidad a
cadenas de ADN diferente del original. A diferencia de los plasmidos, los
genes saltarines no son autorreplicantes, deben mantenerse dentro de una
estructura autorreplicante para replicarse. Un rasgo central y peligroso de los
transposones es la posibilidad de que varios de ellos, codificando
resistencias a multiples drogas, estén incluidos dentro de un mismo plasmido,
lo que permite por transferencia de este dltimo, la adquisicién de
multirresistencia por parte de la bacteria receptora.

C. Integrones y casetes genéticos: Diferentes de los transposones pero con
mecanismos de propagacion parecidos. Se recombinan en un sitio especifico
y cada casete codifica resistencia a un solo antibiético. Junto con los
transposones, son los sistemas que mas actian en la adquisicion de
resistencias por parte de los plasmidos. Constan de tres regiones, dos
invariables y una central variable, que es la que porta el casete de resistencia.
El denominado casete es un elemento que incluye un gene y un sitio

recombinante.

Se han identificado mas de cuarenta casetes y la mayoria porta genes de

resistencia. Figura 6. 24

InC InD

1 intl amiA?IqacE sull floR | tetR | 1tetAG intl | psel Iqm‘E sull

-
-

Y

Xbal fragment

Figura 6. Ejemplo de integron de Salmonela Typhimurium DT104. Representacion
esquematica de genes de resistencia entre InC e InD. intl especifica la
integrasa.!?®!
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Multirresistencia a antibiéticos.

El problema de la resistencia se incrementa al tener cepas no solo resistentes a un
antibiético, si no, en casos verdaderamente preocupante, hasta grupos de 10
familias de antibiéticos. Otro factor a considerar es que no solo las bacterias
patégenas presentan el fenbmeno de la multirresistencia. Se ha encontrado
multiresistencia a antibiéticos en bacterias no patégenas lo que cobra importancia
porque ello puede ser una fuente de genes de resistencia a partir de la cual

podria haber dispersion constante hacia bacterias patégenas.[?’]
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Capitulo IlI

PIE DIABETICO

Diabetes

La diabetes mellitus, o como usualmente se le conoce, diabetes, es un trastorno
metabolico de etiologia multiple, caracterizado por hiperglucemia cronica con
alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas que resultan de
defectos en la secrecion de insulina, en la accién de la insulina o en ambos. 5 En
2010 habia un total estimado de 285 millones de personas alrededor de mundo con
diabetes mellitus y de estas el 90% con el tipo 2. El nUmero de personas con
diabetes mellitus proyectado para 2030 es de cerca de 439 millones.l?®! Este
desorden metabdlico se caracteriza por hiperglicemia y metabolismo de lipidos,
carbohidratos y proteinas alterado, entre otros. En México, desde el afio 2000 es
la principal causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres. Para el afio 2025,
se espera que cerca de 11,7 millones de mexicanos tengan diabetes.l*% Esto se
convierte en un problema de salud publica que requiere ser abordado
multidisciplinariamente por los profesionales de la salud. Ademas, la diabetes
desencadena un sin nimero de complicaciones en los pacientes tales como
amputaciones, disfuncion renal, enfermedades cardiovasculares, retinopatia y
neuropatia, entre otras, que pueden perjudicar gravemente la salud y calidad de

vida de los pacientes diabéticos.
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Complicaciones de la diabetes, el pie diabético

La diabetes presentan un sin nimero de complicaciones ya sean agudas o cronicas.
Se da especialmente la propension a infecciones, ulceraciones y necrosis de los
pies que integran el “pie diabético”. Este se define como cualquier lesién isquémica
o infecciosa por debajo de la rodilla, que afecta a una persona con diabetes. 2% E|
riesgo de que una persona con diabetes desarrolle una ulcera en algun pie podria
ser tan alta como 25%, (Tabla 3) y se cree que cada 30 segundos una extremidad
inferior se pierde en algun lugar del mundo como una consecuencia de la

diabetes.[32

Year n Prevalence Incidence

Ulcers Amputations Ulcers Amputations

Population (community) based studies

UK 2002 9710 1-7 13 22

Greece 2002 821 4-8 & . 5
Netherlands * 2002 665 . . 21 0-6
Slovakia 1997 1205 2-5 . 0-6 0-6
USA 1999 8965 . . 19 0-3
Clinic-based studies

Algeria 1998 865 119 6-7

India 1998 11300 3.6

Tabla 3. Epidemiologia de la ulceracion del pie y amputaciones por pais. 3%

Las infecciones de pie diabético se caracterizan por ser una complicacion muy
costosa por las ulceraciones. Estas se presentan tanto en piel, tejido suave y/o
estructuras éseas y representa una causa importante de morbilidad y mortalidad.!3?
Las infecciones del pie diabético son la principal causa de hospitalizacion
relacionada con diabetes y una de las principales para la amputacion de miembros
inferiores.*4
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Los factores que contribuyen a la enfermedad del pie son la neuropatia periférica y
la enfermedad vascular. Estas se encuentran presentes en mas del 10% de las

personas en el momento de que son diagnosticadas con diabetes tipo 2. 31

La neuropatia diabética es la mas comun de las complicaciones microvasculares de
la diabetes mellitus, siendo causa importante de morbilidad y mortalidad asociada a
la enfermedad®®. La prevalencia del desorden aumenta notablemente conforme
pasan los afios del diagnostico de diabetes: segun Sima y Sugigoto la prevalencia
es cercana a 100% si se considera la neuropatia subclinica no sintomatical®¢l. A
pesar de tratarse de un complejo heterogéneo de padecimientos, las causas son
multifactoriales y estan relacionados con la hiperglucemia y la deficiencia de
insulina.B”l Su génesis se relaciona con complejas interacciones metabdlicas,
vasculares, neurotroficas y autoinmunitarias que generan inflamacion, mal
funcionamiento y finalmente dafio permanente de las fibras nerviosas periféricas, lo
gue produce una baja sensibilidad en las extremidades del paciente. Los vasos
sanguineos que transportan la sangre en las piernas se estrechan debido a la
inflamacién o dafio al tejido deteriorando el flujo sanguineo. Con el aumento de la
presion en la planta de los pies, la pérdida de sudor y de las glandulas
sebaceas, el pie diabético se vuelve seco y queratinizado,’*”! lo cual incrementa el
riesgo de ulceracion que posteriormente puede llegar a infectarse y, aunado a
gue el sistema inmune del paciente diabético estd comprometido, es propenso a

sufrir infecciones que son dificiles de combatir.

Debido a la patologia del paciente, las infecciones de pie diabético son dificiles de

tratar debido al desorden metabdlico en su cuerpo, como la hiperglicemia, su estado
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inmunocomprometido, la circulacibn microvascular afectada y la neuropatia, entre
otros. El mal progreso de la infeccidbn puede llevar a no responder a la
antibioticoterapia y esto a su vez llevar a la amputaciéon de alguna extremidad

inferior.
Microbiologia de la infeccion.

Se han elaborado mdltiples estudios para aislar y tipificar a los microorganismos
presentes en el pie diabético y se han utilizado diferentes métodos para toma de
muestras: hisopados de exudado, aspiracion de material purulento o biopsias

tisulares.

La gran mayoria de infecciones de pie diabético se caracterizan por ser
multibacterianas, es decir, presentan mas de un tipo de bacteria aislada, con una
media de 3 especies bacterianas. En las infecciones moderadas o graves del pie
diabético son predominantes los cocos aerobios Gram positivos, con frecuencia

asociados a bacilos gramnegativos y a veces a anaerobios.

Los estudios reportados concuerdan en los microrganismos aislados, donde se
encuentra con mayor frecuencia, del grupo Gram positivo, al Staphylococcus
aureus, seguido en frecuencia por Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.
(9%) vy Entamoeba coli (8%). Para microorganismos anaerobios los
peptoestreptococos fueron los microorganismos predominantes. Por otra parte, los
bacilos Gram negativos mas comunes son Escherichia coli, Klebsiella sp.,

Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp. y Morganella morganii.(3"]
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Tratamiento de las infecciones.

La resolucion de las Ulceras infectadas del pie diabético requiere la consideracion
de distintos aspectos clinicos, como optimizacion del control glucémico, cirugia
(desbridamiento, drenaje o revascularizacion) y el tratamiento de infecciones

asociadas de tejidos blandos o de osteomielitis.[

La terapia antibiética en un principio tiene que llevarse a cabo de manera empirica;
el tratamiento tiene que utilizar antibidticos de amplio espectro y también estar
enfocado en cocos gram positivos, que son los que mas comunmente se
encuentran. Los antibiéticos a elegir pueden ser algunos de estos: amoxicilina/acido
clavulanico y cefalosporinas de primera generacién por via oral. Para pacientes
alérgicos a penicilinas, la clindamicina puede ser un agente efectivo. La terapia

definitiva depende de los resultados del antibiograma y de la respuesta clinica. 8l

Ademas del tratamiento de infecciones severas con la administracion de
antibioticos, es de vital importancia realizar desbridamientos quirargicos del

tejido necrosado teniendo asi un mejor manejo de la infeccion.
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Hipodtesis
El cinamaldehido y el eugenol puros, principales componentes presentes en los
extractos de canela (Cinnamomum zeylanicum), mostraran un efecto inhibitorio
sobre bacterias multirresistentes a antibiéticos aisladas de lesiones infectadas de

pié diabético y recalcitrantes a la antibidtico-terapia habitual.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Observar el efecto del cinamaldehido y del eugenol puros sobre bacterias aisladas

de Ulceras infectadas de pié diabético y resistentes a diferentes antibiéticos.

Objetivos Particulares

% Aislar, tipificar y evaluar la multirresistencia a antibiéticos en las células
bacterianas presentes en las muestras de pie diabético.

% Encontrar un adyuvante en la terapia de pacientes con pie diabético.
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Material y Métodos

Obtencién de muestras:

Las muestras fueron tomadas de 3 pacientes con infeccion de pie diabético. Estas
se recolectaron a través de tomas con hisopo estéril, para posteriormente
transportarlas al laboratorio y ahi rehabilitar las cepas en caldo BHI. La edad de los
pacientes oscilé entre los 40 a 45 afos. Cabe resaltar que las muestras fueron

tomadas siguiendo los protocolos del tratado de Helsinki.[1
El aislamiento de las cepas se realizé de la siguiente manera:

1. Se transfirieron las cepas a caldo luria y se les nombro de acuerdo al paciente
aislado como PD1, PD2 y PD3.

2. Se procedid a sembrar en medios selectivos para Gram negativos (Agar
Mac Conkey), asi como para Gram positivos (agar MSA).

3. Las cepas aisladas de cada una de las muestras fueron tipificadas mediantes
tres técnicas: 1- Pruebas bioquimicas convencionales, 2- utilizando tiras api®
20E de bioMérieux S.A de C.V. y 3- mediante el equipo automatizado Vitek® 2

de bioMérieux S.A de C.V.

Una vez aisladas vy tipificadas las cepas, se realizaron pruebas de sensibilidad
siguiendo el método Kirby-Bauert*2l*3], utilizando multidiscos con 12 antibiéticos

para bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas.

Para probar el posible efecto antimicrobiano del eugenol y del cinamaldehido

sobre las bacterias aisladas de cada una de las muestras de pie diabético se sigui6
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el método de difusion en agar en pozos 3. Se inocularon alicuotas de las muestras
equivalentes a 0.5 de la escala McFarland con bacterias con 24 horas de
crecimiento en una caja de agar Mueller-Hinton y después de realizar pozos
sobre la superficie del agar se colocaron diferentes cantidades de eugenol y/o
cinamaldehido en los pozos. Después de incubar de 18 a 24h se prosiguio a medir
los halos de inhibicibn de cada extracto. Mas adelante se siguid6 con esta
metodologia pero con la variante de difusion en discos utilizando en vez de pozos
discos de papel filtro estériles sobre los que se absorbieron diferentes cantidades
de los extractos a probar. Las cantidades utilizadas de eugenol y cinamaldehido
fueron 2,5, 10y 15 pL y 20, 30 y 45 pL respectivamente, y las cantidades de aceite

esencial de canela utilizadas fueron 30 pL.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. En todos los casos se

utilizé un control negativo de aceite mineral estéril para los experimentos.
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Toma de muestra
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] ; ’ Siembra en caldo BHI
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Siembra en medios selectivos
para aislamiento de cepas puras
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1 / Tipificacion de cepas con pruebas
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Imagen 1. Metodologia de la toma de muestra, aislamiento y tipificacion de las

células bacterianas.
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Pruebas de susceptibilidad
a antibidticos

Pruebas de susceptibilidad con eugenol y cinamaldehido

Imagen 2. Metodologia, una vez tipificadas y aisladas la cepas puras se procedi6 a
realizar las pruebas de susceptibilidad a antibidticos, una vez comprobada su

multirresistencia se evaluo el efecto inhibitorio de eugenol y cinamaldehido.

Materiales

El material utilizado fue en su mayoria el manejado en el laboratorio microbiol4gico,
asi como los insumos. Entre ellos cajas Petri, asas bacterioldgicas, autoclave,
parrilla eléctrica, micropipetas de varias medidas, material de vidrio como matraces
y vasos de precipitado, tubos de ensayo de diferentes tamarios, etc. El eugenol y
trans-cinamaldehido son de la marca Sigma-Aldrich con numero de catédlogo

E51791 y C80687 respectivamente.
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Resultados

Identificacion de la poblacién bacteriana.

Se aislaron las cepas procedentes de las muestras tomadas de pacientes con pie
diabético. En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos de las
pruebas bioquimicas convencionales realizadas a las tres cepas Gram positivas

aisladas de las infecciones de pie diabético.

Cepa Crecimiento Bilis-

Catalasa Oxidasa Citrato Urea Hemobdlisis

asilada en MSA Esculina

MSA1 + - - + - - -

MSA2 + - - + - - -

MSA3 + - - + - - -
Tabla 4. Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas. Estas son las pruebas

bioguimicas convencionales usadas en el Manual de Microbiologia de la Facultad

de Quimica.
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Posteriormente, se realizaron las pruebas bioquimicas con el sistema api® 20E. En
la siguiente tabla se tienen los resultados de las pruebas realizadas con el sistema

api® 20E, para poder tipificar a las cepas aisladas.

Sistema api® 20E Cepas Gram

negativas
Prueba Sustrato Reacciones MC+1 MC-1 MC-2 MC-3

B-galactosidasa
2-nitrofenil-BD- (orto-nitrofenil-BD-

ONPG ) ; ) ) + - - .
galactopiranosido galactopiranosidasa
)
ADH L-arginiga Arginina-dihidrolasa - - + +
. Lisina
LDC L-sina descarboxilasa * ) i i
OoDC L-ornitina Om't'n‘."‘ + + = -
descarboxilasa
CIT Citrato trisédico = Utilizacion de citrato - + + +
H2S Tlosulfqto de Producciéon de H2S - - - -
sodio
ARE Urea Ureasa - + - +
_y Triptéfano
- . - + - -
TDA L-triptéfano .
IND L-triptéfano Produccion de indol + + - -
VP Piruvato de sodio Producc[on de - - - -
acetoina
GEL Gelatina bovina Gelatinasa - - + +
Fermentacion-
GLU D-glucosa oxidacion de + + + +
glucosa
. Fermentacion-
MAN D-manitol oxidacion + - - -
) Fermentacion-
INO Inositol oxidacién - - - -
) Fermentacion-
SOR D-sorbitol oxidacion + - - -
RHA L-ramnosa Fermenta}glon- + = = .
oxidacion
Fermentacion-
SAC D-sacarosa oxidacion + - - -
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Fermentacion-

MEL D-melibiosa . o + - - R
oxidacion

AMY amigdalina Fermentacion- i ] i ]
oxidacion

ARA L-arabinosa Ferm_ente_xc,non- + - - .
oxidacion

Diclorhidrato de

N!NyNyN- - .

OX tetrametil-p- Citocromo-oxidasa - - + +

fenilendiamina

MC+1: Escherichia coli

MC-1: Morganella morganii

MC-2: Pseudomonas aeruginosa

MC-3: Pseudomonas aeruginosa
Tabla 5. Resultados de tira api® 20E. Es un sistema de pruebas bioquimicas para
la identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos
Gram-negativos, mediante 23 pruebas bioquimicas estandarizadas vy

miniaturizadas.

Con base a los resultados de las tablas 4 y 5, se tipificaron las muestras en las

siguientes cepas que se muestran en la tabla 6.

Muestra cepa Microorganismo
MSA1l Enterococcus faecalis
MC+1 Escherichia coli
MC-1 Morganella morganii
MSA2 Enterococcus faecalis
MC-2 Pseudomonas aeruginosa
MSA3 Enterococcus faecalis

PD3

MC-3 Pseudomonas aeruginosa

Tabla 6. Microrganismos aislados en las muestras. Estos se obtuvieron de las 3

muestras tomadas (PD1, PD2 y PD3)
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PRUEBAS DE SUCEPTIBILDAD A ANTIBIOTICOS.

Una vez tipificadas y aisladas las cepas, se realizaron las pruebas de
susceptibilidad, para evaluar el fenotipo de multirresistencia.
En la Tabla 7 se muestran los resultados de los antibiogramas realizados con los

multidiscos MULTIBAC-ID sobre las muestras de pie diabético.

MUESTRA NUMERO DE NUMERO DE
ANTIBIOTICOS NO ANTIBIOTICOS
EFECTIVOS EFECTIVOS
PD1 11 1
PD2 11 1
PD3 10 2

Tabla 7. Resultados de los antibiogramas de las muestras de pie diabético. Se
considera antibiético efectivo al que presenta un halo de inhibicion mayor a 15 mm

de didmetro

En la siguiente grafica se muestran el numero de antibiticos a los que las cepas

aisladas fueron resistentes.

NUMERO DE ANTIBIOTICOS RESISTENTES
POR CEPA

15

10
0
MC-1 MC-2 MC-3

MSA1 MSA2 MSA3 MC+1

Grafica 1. Resistencia de las cepas aisladas. Se considera antibiotico efectivo al

gue presenta un halo de inhibicion mayor a 15 mm de diametro.
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Se realizé el andlisis de las cepas de acuerdo a su resistencia a los grupos de

antibioticos utilizados y se obtuvieron los siguientes porcentajes de resistencia

por clase de antibiéticos utilizados en los antibiogramas.

PORCENTAIE

(—)
o O (o) o <
\2
S O S %\% S o S O © O
o ¥ SN S Ny R \
S > < < N 53 S Q¥ & o
> o O o o N < g o « o
o s o & N Qe AR S ©
QY O N s A\ < O N
5 @\e S & A ) N

Grafica 2. Porcentajes de resistencia de las cepas aisladas por clase de

antibiéticos utilizando los multidiscos MULTIBAC-ID.
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EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EUGENOL Y CINAMALDEHIDO SOBRE

BACTERIAS MULTIRRESISTENTES AISLADAS DE INFECCIONES DE PIE

DIABETICO.

Se evalué el efecto inhibidor con eugenol utilizando el método con discos

impregnados

Cantidad

Halo de inhibicion (cm)

Cepa
MSA1

MSA2
MSA3
MC+1
MC-1
MC-2
MC-3

11
1.0
11
0.7
0.8
0.8
0.7

11
1.0
1.2
0.8
1.0
0.8
0.7

13
1.1
13
1.0
11
0.9
0.8

1.4 1.3
1.1 1.3
1.3 1.3
1.1 1.0
1.3 0.9
1.0 0.9
0.8 0.9

Tabla 8. Resultados con discos impregnados de eugenol, utilizando el método de

discos. (Ac Canela=aceite esencial de canela)
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Posteriormente se evalu6 el efecto del cinamaldehido, esta vez utilizando el método

de pozos. Los resultados de muestran en la siguiente tabla:

Ac Canela

Cantidad 20 pL 30 pL 45 pL
Halo de inhibicion (cm)

MSA1 1.6 2.2 2.3 11

MSA2 1.6 2.1 2.2 11
MSA3 1.9 2.3 2.4 11

25 28 0 1s
3 3.25 3.3 1.6

MC-3 15 1.9 2.2 1.4

Tabla 9. Resultados de cinamaldehido, utilizando el método de pozos. (Ac
Canela=aceite esencial de canela). Se utilizaron cantidades de 20, 30 y 45 pL de
cinamaldehido y 30uL de aceite esencial de canela.

(30 pL)

A continuacién se puede observar en la imagen 3 los halos de inhibicion producidos

por la accién del cinamaldehido.

Imagen 3. Halos de inhibicién por trans-cinamaldehido en la muestra MC-3, método de
difusion en pozos. Los niumeros 1,2 y 3 corresponden a las cantidades de 20, 30 y 45 pL,
el numero 4 a aceite esencial de canela con la cantidad de 30 pL.
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Como prueba adicional se realiz6 el método de discos con cinamaldehido En la
imagen 4 se pueden observar los halos producidos por el cinamaldehido con el

método de discos.

Imagen 4. Halos de inhibicion por trans-cinamaldehido en la muestra MC-2,
método de difusion con discos. Los niumeros 1,2 y 3 corresponden a las
cantidades de 20, 30 y 45 pL, el numero 4 a aceite esencial de canela con la

cantidad de 30 pL
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de cepas MSA1, MSA2, MC-1y

MC+3 en combinacién con diferentes cantidades de eugenol y cinamaldehido

mezcladas en diferentes proporciones:

Halo de inhibicion (cm)

cinamaldehido cinamaldehido cinamaldehido cinamaldehido
30 pL 30 pL 20 pL 40 pL
eugenol 20 uL  eugenol 30 uL  eugenol 40 uL ~ eugenol 0 pL

MSA1 3.0 2.5 2.0 3.0
MSA2 3.0 2.2 2.0 2.8
MC-1 15 2.0 2.0 15
MC+3 3.0 2.5 2.5 3.0

Tabla 10. Resultados de las pruebas con diferentes cantidades mezcladas de
eugenol y cinamaldehido.

Imagen 5. Cepa MSAL, se pueden apreciar los halos de inhibicion con las
diferentes combinaciones de eugenol y cinamaldehido, los numero 1, 2, 3y 4
corresponden con las cantidades utilizadas en las columnas de la tabla 10.
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En la imagen 6 se observa los halos producidos por la combinacién de diferentes
cantidades de eugenol y cinamaldehido con la cepa MSA2 como lo indica la tabla

10.

Imagen 6. Cepa MSA 2, se pueden apreciar los halos de inhibicién con las
diferentes combinaciones de eugenol y cinamaldehido. Los numero 1, 2,3y 4
corresponden con las cantidades utilizadas en las columnas de la tabla 10.
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Discusién.

Se ha observado durante todo el proceso de investigacion el posible papel de la
canela para tratar afecciones de pie diabético. La tabla 4 describié que se aislaron
un total de 7 cepas de las 3 muestras obtenidas de pacientes con pie diabético;
dichas muestras fueron aisladas y tipificadas con los métodos de pruebas
bioquimicas ordinarias, asi como con la utilizacion del sistema Api® 20E. El
microorganismo comun encontrando en todas las muestras es Enterococcus
faecalis, bacteria Gram positiva que habita en el tracto gastrointestinal de humanos
y algunos mamiferos; explicando el por qué fue la bacteria mas comuan y la aislada

en las 3 muestras.

De las muestras 2 y 3 se aislo la cepa Pseudomonas aeruginosa y la muestra 1 fue
la Unica que presento bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Morganella
morganii). Con base a los articulos especializados en el tema y de los que se basé
esta investigacion se determiné que todas las cepas aisladas son parte de la
microbiota comUnmente recluidas en este padecimiento. Ademas, en este tipo de
padecimientos es muy frecuente encontrar una gran variedad de bacterias, sin
exclusividad de especie, donde se reportan de 2 a 5 tipos; lo que concuerda con los

microorganismos aislados en este trabajo.

Los resultados de las tablas de antibiogramas muestran que las cepas aisladas son
resistentes a al menos 10 tipos de antibiéticos. En dos casos fueron a 11 de ellos;
el Unico antibidtico efectivo fue el ciprofloxacino. Con este ejemplo puede verse el
grave problema de salud publica que representa la multirresistencia en infecciones
y mas aun en infecciones de pie diabético, haciéndose cada vez mas dificil tener un
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tratamiento farmacoldgico oportuno, efectivo e incrementado consecuentemente el

namero de amputaciones de miembros afectados.

De las cepas individualmente tratadas, al menos 7 de ellas fueron resistentes a
antibiéticos y en el caso de las cepas denominadas MSA3 y MC+1 se observo
resistencia simultanea a 11 antibidticos. Las cepas Gram positivas presentaron
sensibilidad a trimetoprim/sulfametoxazol y ampicilina, mientras que las Gram

negativas a amikacina, ciprofloxacino, norfloxacino y cefotaxima.

En la primera grafica se muestra el nimero de resistencia a antibiéticos por cepa;
el nidmero de las Gram positivas es muy similar entre ellas, 10 y 11
rescpectivamente. Todas estas son Enterococcus faecalis, mientras que entre las
Gram negativas la cepa mas resistente aislada es Escherichia coli la cual mostré

resistencia a 11 antibioticos.

En la segunda grafica se observan los porcentajes de resistencia de cada una de
las muestras aisladas. Estos porcentajes fueron obtenidos de los antibiogramas
realizados con los discos MULTIBAC-ID. Todas las muestras de Gram negativas
fueron resistentes en un ciento por ciento a los siguientes grupos de antibiéticos:
macrolidos (eritromicina), tetraciclinas (tetraciclina) y lincosamidas (clindamicina).
El gran problema de salud publica es evidente debido a la multirresistencia que
presentan las cepas, por lo tanto las opciones terapéuticas para este tipo de
padecimiento disminuyen. En la grafica se observa que el grupo de antibioticos mas
eficiente en este tipo de infecciones son las quinolonas (ciprofloxacino); este grupo
fue eficaz en un 55% seguido de las sulfonamidas en un 71% y los aminoglucésidos
en un 73%.
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Posteriormente, se utilizd eugenol y cinamaldehido como posibles agentes
antimicrobianos. Se ha mencionado que el cinamaldehido es el compuesto con
mayor porcentaje en el aceite esencial de canela Cinnamomun zeylanicum, seguido
a su vez por el eugenol que demostré ser un eficaz antimicrobiano como se observa
en la tabla 9. EI método que se utilizd para el eugenol fue de difusién en discos y el
de difusibn en pozos para el cinamaldehido. Ambos revelaron una actividad
antimicrobiana en todas las muestras, siendo mas practico el eugenol en las cepas
Gram positivas, mientras que el mas efectivo en inhibir a la poblacion

multirresistente fue el cinamaldehido.

En la tabla 8 se observa que el eugenol desarroll6 el mayor efecto inhibitorio con la
cantidad de 15 pL, aunque el mayor halo presentado fue solo de 1.4 cm en la cepa
MSAL. Esto puede deberse a la poca cantidad ocupada para impregnar el disco, ya
gue la distancia minima para que la cepa se considere inhibida es de 1.5 cm. Es
necesario evaluar una mayor cantidad para tener la certeza de que el compuesto
pueda inhibir estas cepas, aunque cabe resaltar que para la baja cantidad utilizada
se observa una buena capacidad inhibitoria. Uno de los mayores problemas con
este compuesto es su naturaleza fisica, ya que es un aceite muy viscoso lo que
dificulta su absorcion en el disco y por el método de pozos es muy dificil que se

difunda en el agar debido a su naturaleza hidrofébica.

El trans-cinamaldehido mostré el mayor efecto inhibitorio. Se observa en la tabla 9
que el cinamaldehido presenta inhibicion mayor a 15 mm desde la cantidad de 20
UL, siendo todas las cepas sensibles a este compuesto. Dicho compuesto presenta

una inhibiciébn mayor al antibiético ciprofloxacino (con un 55% de inhibicién), ademas
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de gque muestra una gran inhibicién tanto en las cepas Gram negativas como en las
positivas. La cepa mas sensible fue MC-1 con un halo de inhibiciéon de 3.3 cm con
una cantidad de 40 pL. La diferencia de inhibicién entre las cantidad de 30 uL y 40
uL son minimas de manera de que se intuye gue una cantidad de 30 pL podria ser

Optima para la inhibicién de cepas multirresistentes.

El eugenol requiere de una cantidad mayor, posiblemente de 30 uL para corroborar
si aumenta su capacidad inhibitoria, pero la naturaleza del compuesto hace dificil
su aplicacion a diferencia del cinamaldehido que se encuentra en forma de aceite
no tan viscoso y muestra capacidad para difundirse en el agar; por ello fue posible
utilizar volumenes mayores. El eficaz efecto antimicrobiano del cinamaldehido,
ademas de su capacidad mas manipulable lo muestra como un claro candidato para
un medicamento alternativo en el tratamiento de pie diabético. Se necesitaria
proponerlo en una forma farmacéutica mas eficaz para ser utilizado como un
remedio final. Dicho proceso podria extenderse al eugenol, tal vez modificando sus
propiedades fisicas con algun excipiente de manera de que pudiera ser un
candidato para utilizarse como tratamiento en contra de las infecciones de pie

diabético.

En la tabla 10 se observa como ejemplo una forma de vinculacion en los
compuestos mostrando un comportamiento sinérgico al encontrarse juntos. Esto
podia ayudar a mejorar la terapia con cinamaldehido y eugenol en una cantidad 60-
40 respectivamente, por lo que se advierte mayor poder inhibidor hacia las cepas
multiresistentes. Esto tal vez se podria explicar de acuerdo a la proporcién que se

encuentra en el aceite esencial. El cinamaldehido es el compuesto con una mayor
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proporcion con respecto al eugenol y con la adecuada proporcion se podria generar
un candidato adecuado para tener un adyuvante en el tratamiento de infecciones de

pie diabético.
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Conclusiones

Se aislaron bacterias multirresistente a antibiéticos de pacientes con Ulceras
de pié diabético.

Para evaluar el fenotipo de multirresistencia se utilizaron multidiscos
MULTIBAC-ID. Las 7 cepas seleccionadas para ser estudiadas fueron
resistentes a macrdlidos, tetraciclinas, glicopéptidos, anfenicoles vy
lincosamidas. Aunque en un porcentaje menor los fueron a penicilinas,
cefalosporinas, nitrofuranos, aminoglucosidos, sulfonamidas y quinolonas.
Al probar al eugenol y al cinamaldehido, principales componentes de la
canela, contra bacterias multiresistentes a antibiéticos aisladas de Ulceras de
pié diabético, ambos mostraron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
dichas bacterias.

El cinamaldehido presentdé una mayor capacidad de inhibicion respecto al
eugenol debido posiblemente a sus caracteristicas fisicoquimicas las cuales
le permiten una mayor difusion en el agar.

Se observd una forma de interaccion de los compuestos mostrando un
comportamiento aditivo al encontrarse juntos. El mayor efecto se observo con
una proporcion 60-40 cinamaldehido-eugenol. Esta proporcion es similar a la
observada de manera natural en el aceite esencial de canela. Por ello se
propone la utilizacién de los dos como adyuvante en el tratamiento del pié

diabético al mostrar un mayor efecto inhibitorio juntos.
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Apéndice |

Propiedades fisicoquimicas de los compuestos evaluados

Trans-Cinamaldehido

Figura 7.molecula de trans-Cinnamaldehidol*?]
trans-Cinnamaldehido
99% pureza Sinodnimo: trans-3-Phenyl-2-propenal

Formula: C9H80 Peso molecular: 132.16 g/mol

| Propiedades unidades
Densidad de vapor 4.6 (vs aire)
Pureza 99%

indice de refraccion  n20/D 1.622(lit.)
Punto de ebullicion  250-252 °C

Punto de fusién -9--4 °C
Densidad 1.05 g/mL at 25 °C
L Dso 3400 mg/kg (rat, oral)
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Eugenol

OH

H,C™ OCH3,

Figura 8. Molécula de eugenol.l*3!

Eugenol Sinénimos:  2-Metoxy-4-(2-propenil)fenol,  4-Alil-2-metoxifenol, 4-

Alilguayacol

Formula: C10H1202 Peso molecular: 164.20 g/mol

| Propiedad unidades
Pureza 99%
forma liquida

Indice de refraccién  n20/D 1.541

Punto de ebulliciéon 254 °C

Punto de fusion -12--10 °C
densidad 1.067 g/mL at 25 °C
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