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ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?

INTRODUCCIO

Alhora d’escollir el tema pel treball de recerca tenia clar que volia que fos un treball de
biologia perqué es l'assignatura que més em motiva. Volia que fos un treball que

estigués relacionat amb la salut, ja que en el futur m’agradaria estudiar medicina.

Vaig trobar una serie d’articles que donaven dues teories contraposades, uns parlaven
sobre el fet que els antibiotics provoquen la formacio de radicals lliures en els bacteris,
aquests son nocius pels bacteris, i uns altres explicaven que aquesta teoria era falsa.
Aquesta incertesa hem va despertar curiositat per saber el mecanisme d’accié dels

antibiotics.

El curs passat vaig fer un curset a la URV on ens van oferir ajuda per realitzar el treball
de recerca. | aixi un cop triat el tema vaig contactar amb la Dra. Anna Borrull que hem
va explicar i ajudar a fer la part practica del treball a més d’orientar-me cap al mén dels

antioxidants.

Aquest treball m’ha ajudat a entendre millor el mon dels bacteris i el que fa referéncia
als antibiodtics i com actuen. També m’ha ajudat a descobrir els antioxidants,
substancies de les quals havia sentit parlar bastant pero que fins ara no entenia molt bé

gue eren ni quina era realment la seva funcio.

Aquest treball t¢ com objectiu estudiar si els antioxidants tenen un efecte advers en

I'accid bactericida dels antibiotics.

Per tant les hipotesis que plantejo en el meu treball son:

1. Potser els antibiotics generen que els bacteris produeixin radicals lliures

gue danyen al bacteri.
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2. Si I’afirmacié anterior es correcta, pot ser els antioxidants reduiran I’efecte

bactericida dels antibiotics al neutralitzar els radicals lliures.

Per investigar si aquestes hipotesis son certes s’ha treballat amb diverses colonies
de bacteris sotmeses a diferents condicions. En primer lloc s’ha volgut comprovar si
realment els antibiotics tenen un efecte bactericida i quin dels antibiotics resulta ser
el més eficag. A continuacié s’ha realitzat una experiéncia amb fluorescéncia en un
cultiu de llevats per veure la preséncia de radicals lliures. Finalment s’han utilitzat

els cultius restants per fer uns antibiogrames amb antioxidants i antibiotics.

Els problemes que m’han anat sorgint sén diversos. Alhora de fer la recerca
bibliografica m’he trobat amb una gran quantitat d’informacié anteposada respecte a
la idea que els antibiotics provoquen o no radicals lliures. El principal problema en la
part practica ha sigut que I'experiencia de fluorescencia no es podia dur a terme

amb antibiodtics i per tant s’acaben fent deduccions de forma indirecte.

El plantejament d’aquest treball de recerca s’ha fet a partir del métode cientific. A
partir de la proposta del problema s’ha marcat I'objectiu principal de la recerca,
s’han formulat les hipotesis, s’ha dissenyat I'experimentacié per obtenir uns resultats
qgue, amb el seu analisi, ens han permés contrarestar o no les hipotesis i, finalment,
s’ha arribat a unes conclusions que ens podran ajudar a formular teories i a formular

noves preguntes.
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FONAMENTS TEORICS

1. Els bacteris

1.1.Caracteristigues generals

Els bacteris (del grec baktérion que significa “petit pal’) s6n uns organismes
unicel-lulars procariotes, la seva mida varia entre 1lum i 7um. Els organismes
procariotes es classifiguen en Eubacteris i Arqueobacteris. Els bacteris pertanyen al

grup dels Eubacteris.

Les cel-lules procariotes es diferencien de les cel-lules eucariotes en que el seu
material genetic no es troba envoltat per una membrana nuclear (com en el cas de les
cel-lules eucariotes), el DNA no s’associa amb histones (proteines cromosomiques), els
procariotes no tenen organuls amb membrana i la seva reproduccio, en general, és una

divisi6 anomenada fissio binaria.

1.2.Morfologia

Els bacteris es poden classificar segons la seva forma en quatre grups:

e Cocs: del grec “Kokkos” que significa llavor o gra, que sén aquells bacteris amb
una forma esferica.

e Bacils: del llati “Baculus”, que significa basto, i son tots aquells bacteris amb una
forma allargada.

e Espirils: son tots aquells bacteris amb un cos cel-lular amb forma d’espiral.

e Espiroquetes: sén uns bacteris que es caracteritzen per tenir un cos cel-lular

allargat i cargolat helicoidalment.
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Figura 1: Classificacié dels bacteris segons la seva forma

1.3.Estructura dels bacteris

Podriem analitzar la cél-lula en tres zones: la zona externa, la interna i el material

genetic.

La part externa consta de tres estructures a més dels flagels i dels cilis que poden o no

ser-hi. Aquestes estructures son:

e La Membrana plasmatica o bicapa lipidica esta formada per fosfolipids i
proteines. La principal funcié de la membrana és separar el medi extern del medi
intern realitzant una permeabilitat selectiva. Algunes de les proteines poden
actuar de receptors, i altres de transportadors que els hi permet regular I'entrada
i sortida de substancies de la cel-lula.

e Paret cel-lular és un recobriment del bacteri que envolta tota la membrana

plasmatica i li dona rigidesa. Principalment esta constituida per un polimer
denominat peptidoglica. La principal funcio és la de donar consistencia i rigidesa
al bacteri per evitar la seva lisi, ja que la pressio hidrostatica que exerceix el

medi intern es més elevada que la del medi extern.
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Segons la seva composicié, es poden presentar dos tipus de paret cel-lular, la
tinci6 Gram permet diferenciar-los. Els bacteris poden ser Gram-positiu, quan la
tinci6 de Gram ha donat un color blau o violat (Figura 3) , 0 Gram-negatiu, quan

la tincié de Gram ha donat un color rosat (Figura 2).
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Figura 2: tincié gram- Figura 3: tincidé gram+

> Les parets gram-positiu estan formades per una xarxa de peptidoglica,
anomenada mureina, i cadenes d’acid teicoic i lipoteicoic que serveixen
com a quelats. En cas de que hi hagi un flagel aquest conté dos anells
com a suport.

» Les parets gram-negatiu tenen una estructura didermica (conté dos
membranes cel-lulars). Aquestes dues membranes s6n membranes
lipidiques i entre aquestes dues es troba un fina capa de peptidoglica
(aquest espai s’Tanomena espai periplasmatic).

La paret pot estar recoberta d’altres polimers que formen una capa anomenada
glicocalix i la seva funci6 es protegir a la cel-lula de la dessecacid, la fagocitosi
d’altres organismes i la ingestié de substancies toxiques. També serveix com a
diposit de nutrients i de residus i a més intervé en la adhesioé cel-lular.

En la paret cel-lular també es poden trobar estructures filamentoses que
permeten I'adhesié a altres cél-lules o a superficies, també trobem els pili sexual

i els flagels.
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Figura 4:

paret Gram-positiu (a dalt) i paret Gram-negatiu (a baix)

A dalt: Bacteri Gram-positiu. 1-membrana
citoplasmatica, 2-peptidoglica, 3-fosfolipids, 4-
proteines, 5-acid lipoteicoic.

A baix: Bacteri Gram-negatiu. 1-membrana
citoplasmatica (membrana interna), 2-espai
periplasmatic, 3-membrana externa, 4-fosfolipids,
5-peptidoglica, 6-lipoproteina, 7-proteines, 8-
lipopolisacarids, 9-porines.

Capsula: és una capa rigida que recobreix la paret cel-lular d’alguns bacteris.
Aquesta capa esta formada per diversos polimers organics tals com les
glicoproteines (en major quantitat) o polisacarids. Té diverses funcions,
principal es protegir al bacteri de la fagocitosi i dels bacteridfags. Les altres
funcions son la de reserva de substancies de rebuig i de nutrients, protegir el

bacteri de la deshidratacié i permetre I'adhesié del bacteri a les cél-lules del

Flagel: és una prolongacié citoplasmatica mobil que permet el desplagament de




ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?

El flagel es un tub helicoidal buit d’'uns 20nm de gruix i unes 7um de llargaria.

Els flagels es poden disposar de diferents maneres aquestes son: “monotrico”,

”

“lofotrico”, “anfitrco” i “peritrico”

A a8 -

B ezl
Cwea—

D

Los diferentes tipos de &
disposicidn de los flagelos
bacterianos: A-Maonoftrico; B-
Lofotrico; C-Anfitrico; D-Peritrico.

Figura 5: tipus de flagels 1

e Fimbries: s6n unes estructures tubulades, curtes i fines, que sén utilitzades per
adherir-se a altres cél-lules.

e Pilis: s6n unes estructures tubulades, curtes (pero lleugerament més llargues

gue les fimbries) i fines, i la seva funcio es la de la transmetre material genetic

vacuol
memblzana citoplasma ge gas
DNA bacteria Plasmatica

ribosoma mesosoma

Figura 6: organuls del bacteri

La zona interna es basicament el citoplasma amb tots els organuls cel-lulars:

7
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e Citoplasma: €s una emulsi6 col-loidal, fina i granulosa que acull els organuls i els
facilita el moviment.

e Ribosomes: és un organul no membrands que esta format per dos subunitats
desiguals, una més gran que l'altra. Els ribosomes estan constituits per ARNr i
proteines. La seva funcid és realitzar la sintesi de proteines a partir de 'TARNm
que prové de la transcripcié del DNA bacteria aquest procés consisteix en copiar
una sequéncia d’ADN en ARN pel qual es copia i es transforma una sequencia
d’ADN en ARN.

El ribosoma procariota es més petit que el ribosoma eucariota, ja que té un
coeficient de sedimentacié! de 70S respecte a I'eucariota de 80S. Les subunitats
del ribosoma procariota son de 30S la subunitat petita i de 50S la subunitat gran,
en canvi en les cel-lules eucariotes les subunitats sén de 60S i de 40S. Aquest
fet te molta importancia ja que com s’explica més endavant alguns antibiotics
actuen sobre les subunitats del ribosoma procariota i €s per aquesta diferencia
en el coeficient de sedimentaci6 que evita que I'antibidtic sigui nociu per les
nostres cel-lules, és a dir les eucariotes.

Concretament la subunitat gran dels ribosomes procariotes esta formada per dos
cadenes d’ARNr, una amb uns 3000 nucledtids i I'altra amb uns 120 nucledétids
(riques en Adenina i Guanina) i proteines. La subunitat petita esta formada per
una sola cadena d’ARNr amb uns 1600 nucleotids (sobretot Guanina i Adenina) i

proteines.

! Coeficient de sedimentacié d’una particula o substancia es una magnitud que et permet relacionar la mida i el
volum amb la velocitat de sintesi de la substancia i es calcula dividint la velocitat constant de sedimentacié amb la
acceleracio aplicada. Les unitats sén els Svedbergs (S). Els valors del coeficient de sedimentacié no son additius
(30S+40S#80S sind que és 70S) a causa de que depen tan de la massa com de la forma.

8
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Figura 7: el ribosoma procariota

Vacuol de gas: s6n unes vesicules que contenen aire i la seva funcio és

intervenir en la fotosintesi (tan sols s6n presents en els cianobacteris).
Inclusions: so6n acumulacions de substancies de reserva que el bacteri ha
sintetitzat en moments d’abundancia.

Mesosoma: sén unes invaginacions de la membrana plasmatica que intervenen

en la divisio de la cél-lula i en la transmissié d’electrons de la respiracio cel-lular.

| per ultim trobem el material genétic format per la molecula de DNA

Nucleoide: és la zona on es localitza la major part del material genétic de la
cel-lula procariota. Aquest material genétic esta format per una sola molécula de
DNA circular de doble cadena que es manté ancorada en un punt de la
membrana plasmatica, concretament en el mesosoma. La molécula de DNA per
enrotllar-se utilitza unes proteines similars a les histones que s’anomenen ADN
girasa i per fer la funcié contraria un enzim anomenat Tropoisomerasa I.

Plasmidi: sén porcions de material genétic circular dispers pel citoplasma de la
cél-lula. Es repliquen independentment del cromosoma bacteria. Normalment
aporten gens funcionals que no es troben en el cromosoma bacteria i que poden

ser responsables de la resistencia als antibiotics o bé aporten alguna via
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metabolica per aprofitar determinats substrats. Els bacteris poden intercanviar-se

aquests gens a traveés de la conjugacié bacteriana.

ADN bacteriano Plasmidos

Figura 8: material genétic d'un bacteri

1.4.Metabolisme:

El metabolisme microbia és el conjunt de processos pels quals el microorganismes

obtenen energia i nutrients.

Trobem diferents tipus de metabolismes en un bacteri els quals els podem classificar

segons la font de energia, carboni o H+/e-.

FONT D’ENERGIA TIPUS
Llum Fototrof
Oxidacié de compostos organic e inorganics. Quimiotrof
FONT D'H*/e TIPUS
Molécules inorganiques reduides Litotrof
Molécules organiques Organotrof
FONT DE CARBONI TIPUS
COz2 Autotrof
Molecules organiques reduides de altres organismes Heterotrof

10
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Aquestes formes de metabolitzar les fonts primaries permeten agrupar als bacteris en

quatre grups:

e Fotolitotrofic autotrof: son els que utilitzen llum solar com a font d’energia, CO:2
com a font de carboni i com a font de H* utilitzen I’'H20 (els cianobacteris) o H2S
(bactéries puarpures i verdes del sofre).

e Fotolitotrofic heterotrof: sén els que utilitzen llum com a font d’energia,
molécules organiques simples com a font de carboni i com a font e molécules
inorganiques.

e Quimiolitotrofic autotrof: sén els que utilitzen compostos quimics com a font
d’energia, CO2 com a font de carboni i reductors inorganics com a font d’e".

e Quimioorganotrofic heterotrof: son els que utilitzen compostos quimics com a
fonts d’energia, compostos organics com a font de carboni i reductors organics

com a fontd’e-.

El metabolisme en els microorganismes també permet classificar aquests segons si
necessiten oxigen o no en les seves reaccions metaboliques. Si necessiten Oz per
desenvolupar-se s’anomenen aerobics, i si no necessiten Oz en el seu metabolisme
diem que sén organismes anaerobics, dins d’aquest grup trobem dos classes, els que
no poden viure en presencia d’Oz, els anomenats anaerobics estrictes, o els
organismes aerobics que en abséncia d’O: utilitzen la fermentacié per desenvolupar-se

s’anomenen anaerobics facultatius.

1.5. Bacteris i microorganismes utilitzats en la fase experimental:

1. Saccharomyces cerevisiae: és un llevat, un fong unicel-lular, utilitzat en la

fermentacié del pa, la cervesa i el vi. En aquest treball s’ha utilitzat per veure

els efectes dels antioxidants sobre els radicals lliures en cél-lules eucariotes.

11
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Figura 9: Saccharomyces cerevisiae

2. Escherichia coli: és un bacteri que habita en els intestins i en aiglies negres,

és necessari pel funcionament correcte de la digestio i a més produeix les
vitamines B i K. Escherichia coli es un bacteri gram-negatiu amb forma de
bacil, és anaerobic facultatiu (pot fermentar la glucosa i la lactosa), no forma

espores i es pot desplacar a partir de cilis.

Figura 10: Escherichia coli

3. Bacillus cereus: és un bacteri que es pot trobar en el terra, en la pols i en les

especies i es toxic per a les persones. Bacillus cereus és un bacteri gram-
positiu anaerobic facultatiu, amb forma de bacils, forma espores que so6n

termoresistents, es desplacen a partir de flagels peritrics.

12
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Figura 11: Bacillus cereus

4. Staphilococcus aureus: €s un bacteri que es troba en la flora de la pell pot

causar infeccions quan es produeixen ferides. Staphilococcus aureus és un
bacteri gram-positiu amb la forma dels cocs (esferica) amb un metabolisme

anaerobic facultatiu.

Figura 12: Straphilococcus aureus

5. Micrococcus luteus: és un bacteri Gram-positiu que es pot trobar al terra, a la

pols, a l'aigua i a I'aire. Es un bacteri totalment aerdbic amb una morfologia

de cocs (esferes) i s’agrupa formant tétrades.

Figura 13: Micrococcus luteus

13
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2. ANTIBIOTICS

2.1.0ueé és un antibiotic?:

Un antibiotic (del grec avri - anti, "en contra” + Bioriko¢ — biotikos, “donat a la vida”) és
qualsevol substancia quimica produida per un ésser viu o derivat sintétic que mata o

impedeix el creixement d’algunes classes de microorganismes.

2.2.Historia dels antibiotics:

El primer antibiotic en descobrir-se va ser la penicil-lina per Ernest Duchesne I'any 1897
pero el seu treball no va rebre atencio per part de la comunitat cientifica. Posteriorment
a I'any 1909 a Alemanya Paul Ehrlich va desenvolupar l'antibiotic de curt espectre
Salvarsan. Posteriorment a Gran Bretanya, Alexander Fleming, per la contaminacio
d’'una de les seves plaques de petri va observar com al voltant del fong el bacteri
Staphylococcus aureus no creixia i el liquid que envoltava al fong (que era del genere
Penicillium) el va denominar penicil-lina. La penicil-lina es va aconseguir purificar 'any

1940 gracies a un grup liderat per Howard Florey.

2.3.Funcionament dels antibiotics:

Els antibiotics actuen sobre els bacteris de maneres molt diverses i en diferents parts

del microorganisme.

Una de les zones més atacades pels antibiotics és la paret cel-lular, que també es
'organul que s’encarrega de protegir la cél-lula, els antibidtics que ataquen a la paret
ho fan bloquejant la sintesi, 'exportacié, I'organitzacio o la formacié de la paret cel-lular,
especificament en els enllacos del peptidoglica (principal component de la paret
cel-lular), fent que aquesta es debiliti i per pressié osmotica rebenti el bacteri, es a dir,

es produeixi la lisi cel-lular.

14
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Els antibiotics també poden atacar a la membrana plasmatica inhibint la sintesi dels
elements que la composen provocant que perdi la capacitat de la permeabilitat

selectiva fent que alguns elements toxics puguin entrar a la cél-lula.

Una altra part a la que ataquen els antibiotics és als acids nucleics (ADN i ARN),

anul-lant la seva sintesi.

Els antibiotics també poden actuar inhibint el funcionament dels ribosomes, és a dir,
impedeixen la formacié de proteines. Els ribosomes procariotes son vulnerables a

alguns antibiotics pero en canvi no afecten als ribosomes eucariotes.

DNA girasa
Acdo nalidixico
norfloxacing
novabioana

Sintesis de pared celular

Cidoserina

RNA polimerasa
Rifampicina

penicilinas ([\-lactdmicos)
cefalosporinas
monobactam

Sintesis de proteinas
(inhibidores de 50S)

Entromicina
doramfenicol
dindamicna
lincomicina

Metabolismo
del &cido félico

Trimetopnim.

Sintesis de proteinas
(inhibidores de 30S)
| Tetracichna
espectinomicna
estreptomicna
gentamscina

kanamicina

nitrofurancs

Membrana
citoplasmaltica

Estructura de la
membrana citoplasmatica
polimixina

Pared celular

Sintesis de proteinas
(tRNA)
mupiracina

uromicina
Adaptado de Brock 1999 p o

Figura 14: zones d'accio de antibiotics

2.4.Classificacio dels antibiotics

Els antibiotics és poden classificar de 5 maneres distintes: segons el seu origen, la
seva estructura quimica, la seva activitat sobre microorganismes, el seu espectre

d’accié i el seu mecanisme d’accio.

Si classifiguem els antibiotics segons el seu origen trobem tres grups. En el primer grup

formen part els antibiotics naturals que sén qualsevol substancia produida pel

15
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metabolisme d’un esser viu, principalment fongs, amb la habilitat d’inhibir el creixement
o destruir microorganismes. El segon grup esta format pels antibiotics semisintetics
gue son productes naturals amb certes modificacions en la seva estructura quimica que
permeten una millora en les seves propietats fisicoquimiques i farmacologiques. | per
altim els antibiotics sintétics quée sén aquelles substancies produides artificialment

que posseeixen la propietat d’inhibir el creixement o destruir microorganismes.

Tambeé podriem classificar els antibiotics segons la seva manera d’actuar, es a dir com
afecten als bacteris. Segons aquesta classificacié trobem tres grans grups que son: els
bacteriostatics, sén aquells que inhibeixen el creixement bacteria, els bactericides,
son els que produeixen la mort sense necessitat de lisi, i els bacteriolitics, que son els
gue generen la mort a partir de la lisi cel-lular. En la figura 13 veiem com actuen
respecte en un grafic. En el primer grafic veiem com actua un antibiotic bacteriostatic a
mesura que avanga el temps, el que s’observa es que en el moment en que es posa
I'antibiotic (fletxa) els bacteris deixen de reproduir-se encara que segueixen estant vius.
El segon grafic explica com actua un antibiotic bactericida i el que s’observa es que
quan es fica I'antibiotic el total de bacteris no disminueix mentre que el nombre de
bacteris viables disminueix fins a 0. El tercer i ultim grafic veiem que quan s’aplica
I'antibiotic bacteriolitic disminueix tant el nombre total de bacteris com el nombre de

bacteris viables.
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Bacteriostatic /Total cell count

Viable cell count

Log cell number

Time

Bacteriocidal

I

Viable
cell count

Jotal cell count

Log cell number

Time

Bacteriolytic

Total cell count
7

Log cell number

Vlable/
cell count

Time
Figura 15: forma actuar antibiotics

Els antibiotics també es classifiquen segos el seu espectre d’accioé on trobem dos grans
grups els antibiotics d’ampli espectre (com la penicilina) que sbén aquells que
presenten activitat enfront la majoria dels grups bacterians d’importancia clinica i els
antibiotics d’espectre reduit (com la vancomicina) que son els que tan sols afecten a

un grup determinat de bacteris.
Una altra possibilitat €s la de classificar-los segons la seva estructura quimica:

e fB-lactamic: és un grup d’antibidtics que agrupa totes les penicil-lines, les
cefalosporines, els carbacefem, els carbapenems i qualsevol agent antibiotic que
contingui un anell de B-lactamic. Aquests tipus d’antibiotic actua de manera
bacteriolitica inhibint la sintesi de la barrera de peptidoglica de la paret cel-lular.

La penicil-lina pertany a aquest grup d’antibiotics.
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iy iy=gip=oiy=

B-Lactama Tipo Tipo Tipo Tipo
penicilina cefalina clavulinato carbapenam

Figura 16: tipus de B-lactamics

Aminoglicosid: és un grup d’antibidtics que funcionen com a bacteriostatics

alterant la formacioé correcta de proteines a l'actuar sobre els ribosomes. Els
principals antibidtics d’aquest grup soén I'estreptomicina, la gentamicina, la

tobramicina, la netilmicina, la kanamicina i la amikacina.

2 s I ~NH,

W o
o N N Aztreonam
- N

(o] derivado monobactamico

s _H H

o
o sl
OH
Bencilpenicilina Cefalexina
monobactama-tiazolidina monobactama-dihidrotiazida

Figura 17: tipus d'aminoglicosids

Glicopeéptid: és un grup d’antibidtics bactericides que resulten més eficacos
contra els bacteris gram-positius i actuen inhibint la sintesi de la paret cel-lular.

Uns exemples d’aquest grup sén vancomicina, teicoplanina, ramoplanina,

daptomicina.

I%w’"

Figura 18: Glicopéptid

18



ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?

e Lincosamida: és un grup d’antibidtics que depenent de la seva concentracio

actua com a bactericida o com a bacteriostatic. El seu mecanisme d’accié
consisteix en inhibir la sintesi de proteines al unir-se amb el ribosoma en la part
50s. Encara que és similar als macrolids tan en estructura com en el mecanisme
d’accio, les licosamides tenen un espectre més ampli. A causa de la seva
toxicitat, actualment, tan sols s’utilitzen en pacients amb al-lérgia a la penicil-lina.

Exemples: licomicina, clindamicina.

SCH3

Figura 19: Lincosamida

e Macrolid: és un grup dantibidtics que es caracteritza per tenir un anell
macrociclic de lactona. Aquest grup es caracteritza per ser més eficac contra els
bacteris gram-positius, encara que hi ha un antibidtic d’aquest grup que també
és eficac contra els gram-negatius. Actuen inhibint la sintesi proteica alterant

I'estructura dels ribosomes (s’enganxen a la posicid 50s dels ribosomes).
N(CH,),

e, 7
z «
r 5

0o

3

Figura 20: Macrolid

e Quinolina: és un grup d’antibidtics d’ampli espectre i bacteriostatic, és a dir,

impedeix la reproduccio i aguest fet ho aconsegueix bloquejant la subunitat A del
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DNA girasa bacteria (estabilitza la cadena de DNA una vegada s’ha separat). El

grup més important sén les fluroquinolines.

HOwZ -~

‘.Q\_,/L\ N"/ CH:iO\"r/;\ \r" ~
\\V/\N"

Quinolina

Quinina
Presente en la quina

(Cinchona sp. )

Figura 21: Quinolina i quinina

e Tetraciclina: sén un grup d’antibidtics naturals i semisintétics amb un ampli
espectre d’accidé que generalment actuen com a bacteriostatics perd amb dosis
molt altes actuen com a bactericides a causa de la seva toxicitat, i afecten
principalment a bacteris gram-positius. La seva manera d’actuar consisteix en

inhibir la producci6 de proteines, alterant I'estructura dels ribosomes.

Figura 22: Tetraciclina

| I'dltim tipus de classificacio dels antibiotics es basa en els blancs d’accié que son:

1) Inhibidors de la paret bacteriana

2) Inhibidors de les betalactamases

3) Inhibidors de la sintesi de proteines

4) Inhibidors de la sintesi d’acids nucleics

2.5. Antibiotics utilitzats en la fase experimental:
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La gentamicina és una ampicil-lina d’ampli espectre que afecta a bacteris gram-
negatius aerobics com la Escherichia coli i alguns bacteris gram-positius com Bacillus
cereus o els Staphylococus (com el Staphilococus aureus). EI seu mecanisme d’accio
consisteix en interferir en la sintesi correcta de proteines, aixo €s possible gracies a dos
fases, la primera consisteix en la entrada de la gentamicina al bacteri que ve
determinada per la capacitat d’absorcié de la membrana, i la segona fase consisteix en

la unié del antibiotic amb la subunitat 30s del ribosoma bacteria.

H
NH,_\CH!
by

Purpurosamina

e 2-deoxyrestre ptoamina
HO
MH,

Garosamina

u]

CH,

Figura 23: Gentamicina C21H43NsO7

La ampicil-lina és un antibiotic B-lactamic semblant a la penicil-lina. També és un
antibiotic d’ampli espectre que sobre tot actua sobre els bacteris gram-positius encara
que també fa efecte sobre els bacteris gram-negatius. Funciona com un bactericida
gracies a que inhibeix la produccié de la paret cel-lular durant la replicacié impedint la

formacio de ponts de peptidoglica.

NH»
4o
o : S

Q
antt

o/ OH

Figura 24: Ampicilina C;6H13N30,S
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3. RADICALS LLIURES | ESPECIES REACTIVES D’OXIGEN

3.1.Que és una especie reactiva d’oxigen (ROS)?:

Un cas especial de radicals lliures son les espécies reactives d’oxigen.

Les especies reactives d’oxigen son molécules amb oxigen, molt reactives a causa que
a l'ultim orbital tenen un electré no aparellat (radical lliure), la qual cosa genera una

gran inestabilitat fisica.

Conservadores y quimicos en alimentos e
‘ ( .‘f Radiacion
Y | ionizante
AT Y
o: 9 o @
Tabaquismo
oH @
Daiio a celulas y ADN oH @ 0: @
i No- @
§ Estres Oxidativo
4 OH"
o OH Globulos blancos o
miocoria @ H,0, @o. # Q9
@90, ok
Proceso de Inflamacion Contaminacion

Figura 25: procedéncia de ROS

Les especies reactives d’oxigen participen en processos fisioldgics de I'organisme i a la
vegada son residus d’aquests processos. Quan aquestes espécies reactives d’oxigen
superen els mecanismes d’inactivacidé es diu que la cél-lula te un estat metabdlic
d’estrés oxidatiu que es caracteritza per danys moleculars i cel-lulars que poden

provocar diverses malalties cronic-degeneratives.

Les espécies reactives d’oxigen es produeixen en la respiracio de les nostres cel-lules,
en el sistema immunologic, en el reticle endoplasmatic i en I'enzim xatina DHS-a, pero
també es generen per causes externes com la contaminacié ambiental, el tabaquisme,

les dietes riques en lipids, I'exposicié excessiva a radiacions solars, la ingesta d’olis
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vegetals no refinats (que contenen radicals lliures a causa de la seva exposicié a altes

temperatures), I'estres, etc.

Especies reactives d’oxigen
Radicals lliures No radicals
Hidroxid OH: Peroxids organics ROOH
Peroxid ROO Oxigen O2
Hidroperoxid HOO: Perdxid d’hidrogen H202
Superoxid Oz Acid hipoclorés HCIO
Oxid nitric NO- Acid nitrés HNO2
Alcoxid RO Peroxid nitrit ONOO
Dioxid de nitrogen NO2 0z6 Os
Dioxigeno Radical [6n lon lon
superoxido peroxido oxeno oxido
e e” e e”
30, . O, —— 0, ———p 0¥ » O » 0
H* 2H* 2H* H* 2H*
0, HO,* H0,; H,0O OH° H,0
Oxigeno Radical Peroxido de Agua Radical Agua
singlete perhidroxilo hidrogeno hidroxilo

Figura 26: formacié de radicals lliures

La idea que els antibiotics ataquen les cél-lules bacterianes utilitzant un Unic
mecanisme d’accié que consisteix en generar compostos ROS, és una teoria bastant
acceptada, tot i que I'equip de Kim Lewis? I'ha aconseguit desestimar. Aquest equip ha

realitzat uns estudis en els quals no han trobat cap correlacié entre les possibilitats de

2 Annex-4
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supervivencia d’'una cel-lula bacteriana en preséncia d’antibiotics i el seu nivell

d’espécies reactives.

Aquest fet és el que s’ha volgut provar en la part experimental d’aquest treball. Si
realment els antibidtics produeixen espécies reactives, la preséncia d’antioxidants
podria reduir I'efecte dels antibidtics. Un dels procediments que s’ha dissenyat en la
part experimental ha sigut la de la tinci6 fluorescent de les espécies reactives d’oxigen
en llevats per saber si realment els antioxidants redueixen l'estrés oxidatiu de la
cel-lula, es a dir el nivell de radicals lliures o ROS. La utilitzacié de bacteris en aquesta

practica no ha sigut possible ja que el protocol sols es aplicable als llevats.

4. ANTIOXIDANTS

4.1.Que és un antioxidant?:

Un antioxidant és qualsevol substancia quimica capa¢ de neutralitzar els radicals
lliures, aquests son radicals quimics, atoms, molécules o ions amb electrons
desaparellats, molt reactius, que produeixen reaccions en cadena d’oxidacié de
molécules com ara I'ADN, les proteines, els lipids,... Per tant podriem dir que un

antioxidant, com bé diu el seu nom, impedeix les reaccions d’oxidacio.

Tres niveles principales de antioxidantes celulares

Radical libre Radical libre

Primer nivel de defensa

Radical libre Radical libre
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Figura 27: nivells de defensa anntioxidat

4.2 Funcionament dels antioxidants:

La seva manera d’actuar és simple, cedeix un electré i el radical lliure de les especies

reactives d’oxigen es torna neutre.

A D N Antioxidante

09%0g

R adicales libres
ooooo

Radical libre neutralizado

‘\ &

%MNWM

Figura 28: funcionament antioxidants

090
o°o°

4.3.Classificacio6 dels antioxidants:

Existeixen diverses classes d’antioxidants que els podem classificar segons la seva

procedéncia o segons la seva estructura quimica.

Si classifiqguem els antioxidants segons la seva estructura quimica trobem 4 grans
grups que son els enzims, els antioxidants d’alt pes molecular, els antioxidants de baix

pes molecular i algunes hormones.

En canvi si els distingim utilitzant la seva procedéencia en trobem dos tipus els exogens,
és a dir, que provenen de I'exterior com les vitamines o alguns metalls, i els endogens

gue els fabrica el propi cos com els enzims.

4.4 . Relacid antioxidant-radical lliure:

En el cas dels antioxidants endogens trobem quatre enzims importants que son: el

superoxid dismutasa (SOD) que neutralitza el radical superoxid transformant-lo en
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peroxid d’hidrogen, la catalasa (CAT) que fa reaccionar el peroxid d’hidrogen en oxigen
més aigua, aixo ho fa utilitzant com cofactor un grup hemo i el manganés i per Gltim
trobem el glutatié peroxidasa (gsh-px) i la transferasa (gst) que la seva funcié consisteix
en protegir I'organisme de l'aigua oxigenada i compostos inestables, el glutatio

peroxidasa ho aconsegueix gracies a un cofactor de seleni.

O
l Catalase
,_?_J;- 0 +4400
S0D
NO i &
OXNO0 == O}_-  e— H:{:Iq. H
i \“‘m 2H,0 + GSSG
Fe™s GSH-Peroxydase
Cu* +GSH

on RH R+ H20

O

vitanune E
ROOr ——— ROOH

reaccid de desintoxicacio de ROS GSH-Peroxydase
——= reaccid gue produeix ROS +G5H

ROH + H,0 + GSSG

Figura 29: reaccions antioxidants

Mecanismos enzimaticos:
a) Superdxido dismutasa:

20, + 2H* H,0, + O,
b) Catalasa:
2H,0, 2H,0 + O,

ROOH + AH, — > H,+ROH + A

¢) Peroxidasas:
H,0,+2GSH —— GSSG +H,0

Figura 30: reaccions antioxidants
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Figura 3. Mecanismos de defensa antioxidante enzi
reducido/oxidado), Selenio (Se) vitamina E, L-Cis- t

cos: Superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa (GPX ), y no enzimaticos: Glutation (GSH/GSSG

Figura 31: reaccions antioxidants

Per altra banda els antioxidants exogens actuen de maneres diferents.

e La vitamina E o a-tocoferol és un potent antioxidant que tan sols actua amb els
radicals lliures liposolubles. Actua juntament amb la CAT i el SOD per
neutralitzar els radicals d’hidroxil, anions de superoxid i el peroxid d’hidrogen. El
podem trobar en aliments, com les hortalisses, les verdures, alguns olis, arros

integral, etc.

La vitamina E se encuentra en el maiz, las nueces,
las aceitunas, los vegetales de hojas verdes, los
aceites vegetales y el germen de trigo

Figura 32: obtencié de vitamina E

e La vitamina C o acid ascorbic és un potent antioxidant hidrosoluble molt eficag
contra I'oxidacio dels lipids. Aquesta vitamina té dues funcions, una d’aquestes
consisteix en regenerar la vitamina E i l'altra en neutralitzar els radicals

d’hidroxil, els anions de superoxid i 'oxigen singlet. El seu funcionament es basa
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en neutralitzar els radicals lliures transformant-se en un radical ascorbic que
rapidament es descompon en acid ascorbic i acid deshidroascorbic. El trobem

en citrics, com la taronja, en les bledes, en els tomaques, etc.

\it<armir :{Ti
Las frutas citricas, los pimientos verdes, |
las fresas, los tomates, el brocoli, las

patatas blancas y la patata dulce son \/
excelentes fuentes de vitamina C (acido ascorbico)

Figura 33: obtencié de la vitamina C

Acido L-Ascérbico

Vitamina C Radical alfa-tocoferilo
Oy-0_Hoy (Vitamina E semi-oxidada)
H:N C~CH;-OH T
HO
GSs* alfa-tocoferol
2H 40, (Vitamina E)
H;O) < HO*
Oy 0H o Glutatién-S* i T
p CH,.on (radical tiilo) €« l
© onH Glutation-S:H
Fe'' __y Reacci6n de
Semi-Deshidroascérbico = Featon
2H 4+ 0,
H:0, QHon

o S—cu,-on

Acido Deshidroascérbico

Figura 2. Del lado izquierdo se presenta la reaccion monoelectrénica en que el acido L-ascorbico reduce al radi-
cal anion superdxido en presencia de protones (H*), formando H,O,; a su vez, la vitamina C forma el radical se-
mideshidro-ascérbico que, en presencia de O,"~da lugar al dcido deshidroascérbico, el proceso inverso involucra
la participacion de GSH formandose el radical tiilo. Se presenta en la parte superior la reduccién de alfa-tocoferi-

lo a vitamina E, y la reaccion prooxidante de la vitamina en la que reduce el ion férrico a ferroso facilitando una
posible reaccion de Fenton en presencia de H,0,.

Figura 34: acci6 de la vitamina C

La provitamina A o B-caroté és el carotenoide més abundant de la natura que a

ingerir-se es transforma en vitamina A, aquesta protegeix I'ADN de les
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mutacions que provoquen els radicals lliures, com I'oxigen singlet. Es pot trobar

en els pigments vegetals de coloracio groga o taronja.

NVitarminme
Fuentes de vitamina A y beta caroteno: —
1) A A
' La vitamina A proviene de
fuentes animales como

la carne, huevos y
productos lacteos

El betacaroteno es el
precursor de la vitamina Ay
proviene de los vegetales
de hojas verdes, asi como
de las frutas y vegetales 4
de colores intensos

Figura 35: obtencié de vitamina A/B-carote

Els oligoelements son els elements indispensables en la vida pero que es troben
en quantitats al voltant del 0,5%. D’aquests elements tenen una funcio
antioxidant el Zn, el Mn, el Cu, el Se i el Fe. El Zn, el Mn i el Cu actuen sobre
'enzim SOD per poder eliminar els radicals de hidroxil, I'enzim GSH-Px per fer

la seva funcié necessita Se, i 'enzim CAT necessita Fe.

Figura 36: oligoelements
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4 5. Antioxidants utilitzats en la fase experimental:

e Capsules de vitamina E: sén unes capsules grogues de 200 mg que contenen
vitamina E (acetat de dl-a-tocoferol), principalment, glicerol (E-422), tartazina (E-
102) entre altres.

e Mores

Moras, crudas

Walor nutricional por cada 100 g
Energia 50 kcal 220 kJ

Carbohidratos 1194 g

= Azlicares 442 g

= Fibra alimentaria 65g

Grasas 065¢g

Proteinas 12g

Tiamina (vit. By) 0.032 mg (29%)
Riboflavina (vit. Ba) 0.038 mg (3%)

Miacina (vit. Bs) 0.598 mg (4%)

Acido pantoténico (vit. Bs)  0.329 mg (7%)

Vitamina Bg 0.055 mg (4%)

Acido félico (vit. Bg) 21 pg (5%)

Vitamina C 26.2 mg (44%) €———
Vitamina E 0.87 mg (5%) <—
Vitamina K 7.8 pg (7%)

Calcio 25 mg (3%)

Hierro 0.69 mg (6%) Antioxidant
Magnesio 22 mg (6%)

Manganeso 0.67 mg (34%) <€——
Fasforo 29 mg (4%)

Potasio 151 mg (3%)

Sodio 1 mg (0%)

Zinc 0.42 mg (4%) &€&—

% CDR diaria para adultos.

Fuente: Moras, crudas g en la base de datos de
nutrientes de USDA,
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Energia 50 kcal 220 kJ
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Carbohidratos 13.34 g
» Azlcares 10.58g
* Fibra alimentaria 1.184g
Grasas 031g
* saturadas 0.035%g
* frans 0.00g
* monoinsaturadas 0.064g
* poliins aturadas 0.065g
Proteinas 081g
Agua 85.17 g
Retinol (vit. A} 34 ug (4%)
Tiamina (vit. By} 0.058 mg (4%}
Riboflavina (vit. Ba) 0.036 myg (2%)
Miacina (vit. Ba) 0.376 mg (3%)
Vitamina Bg 0.078 mg (6%
Acido folice (vit. Bg) 16 pg (4%)
Vitamina Bz 0 pg (0%:) - .
Vitamina C 26.7 mg (45%) AntIOXIdant
Vitamina D 0 pg (0%)
Vitamina E 0.2 mg (1%)
Vitamina K 0 pg (0%)
Calcio 37 mg (4%)
Hierro 0.15 mg (1%)
Magnesio 12 mg (3%)
Fasforo 20 mag (3%)
Potasio 166 mg (4%}
Sodio 2 mg (0%)
Zinc 0.07 mg (1%
% CDR diaria para adultos.

Fuente: Mandarina comercial ) en la base de datos de

nutrientes de USDA.

Tomaquet

Valor nutricional por cada 100 g
Energia 20 kcal 70 kJ

Carbohidratos 39g

« Azicares 26g

= Fibra alimentaria 12¢g

Grasas 02g
Proteinas 09g

Agua 945¢g

Retinol (vit. A) 42 pg (5%)

» B-caroteno 449 pg (4%)
Tiamina (vit. By) 0.037 mg (3%)
Miacina (vit. Bs) 0.594 mg (4%)
Vitamina Bg 0.08 mg (6%)
Vitamina C 14 mg (23%) Antioxidant
Vitamina E 0.54 mg (4%)
Vitamina K 7.9 pg (8%)
Magnesio 11 mg (3%)
Manganeso 0.114 mg (6%)
Fosforo 24 mg (3%)
Potasio 237 mg (5%)

% CDR diaria para adultos.

Fuente: Tomate rojo, crude 7 en la base de dates de
nutrientes de LSDA.
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e Suc de taronja

Valer nutricional per cada 100 g (c. sinensis)
Energia 50 kcal 200 kJ

Carbohidratos 11,754g

* Azlicares 935¢0

* Fibra alimentaria 244q

Grasas 0,12qg

» gsaturadas 0,0154g

* menecinsaturadas 0,023 g

* poliinsaturadas 0,0254g

Proteinas 094qg

Agua 86754q

Retinel (vit. A) 11 pg (1%)

* B-caroteno 71 pg (1%)

Tiamina (vit. B4} 0.087 mg (7%

Riboflavina (vit. Ba) 0.040 mg (3%

Niacina (vit. Ba) 0.282 mg (2%

Acido pantoténico (vit. Bg) 0.250 mg (5%

Witamina Bg 0.060 mg (5%

Acido folico (vit. Bg) 30 pg (8%)

Witamina B 4o 0 pg (0%)

Vitamina C 53.2 mg (39%) €——
Witamina D 0 pg (0%)

Vitamina E 0.18 mg (1%) €——
Witamina K 0 pg (0%)

Calcio 40 mg (4%

Hierro 0.10 mg (1%) Antioxidant
Magnesio 10 mg (3%)

Manganeso 0.025 mg (1%) €————
Fosforo 14 mg (2%

Potasio 181 mg (4%

Sodio 0 mg (0%)

Zinc 0.07 mg (1%)

% CDR diaria para adultos.
Fuente: NE.rE.rjE.|§~‘ en la base de datos de nutrientes de
USDA.
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TREBALL EXPERIMENTAL

1. Introduccio

L’objectiu d’aquesta recerca es comprovar si els antioxidants poden reduir I'efecte dels
antibiotics. La lectura d’uns articles cientifics sobre I'accié dels antibiotics® van ser el
motiu que va provocar l'inici d’aquesta recerca. En aquests articles es proposa la idea
que l'accio dels antibiotics pot suposar la formacio de radicals lliures generant un estres
cel-lular. Aquest estrés cel-lular provoca desequilibris metabolics als bacteris inhibint el

seu creixement o bé produint una lisi cel-lular.

Com sabem la presencia dels antioxidants contraresta I'efecte nociu dels radicals
lliures, concretament el ROS (espécies reactives d’oxigen). Per tant, la meva hipotesi
€s que, si els antibiotics generen radicals lliures, la presencia d’antioxidants potser

reduira I'efecte d’aquest antibiotic i per tant reduirem el seu efecte bactericida.

2. Material

Material i | Micropipeta, punta esterilitzada, capsula petri,

equipament bunsen, nansa de Digralsky, estufa/forn, autoclau o
olla a pressiod, proveta, vas de precipitats, diari, coto,
gasa esterilitzada, paper d’alumini, matras Erlen-
meyer, pipeta Pasteur, tubs d’assaig, morter, reixeta

Reactius i material | Mores, vitamina E, suc de taronja, tomaquet,

d’estudi mandarina, agar, Ypd, Sacharomyces cerevisial,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Straphilococus
aureus, ampicil-lina, gentamicina, zymoliasa, etanol,
aigua destil-lada, dihidroetidium d’heli

3 Annex-1-2-3-4
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3. Procediment

Per portar a terme la recerca s’han seguit diferents etapes. En primer lloc ha estat
necessari una fase de preparacié del material, que ha consistit en l'esterilitzacié del
mateix, la preparacié del medi de cultiu (solid i liquid) i de les plaques de cultiu i
finalment l'obtencidé dels bacteris. La seglent fase ha consistit en realitzar els
antibiogrames per congixer quin es I'antibidtic més efectiu, a continuacio, s’ha provocat
la presencia de ROS i la seva neutralitzaci6 amb antioxidants. En una tercera i Ultima

fase s’han incubat els bacteris amb I'antibiotic més efectiu i amb diferents antioxidants.
3.1. ESTERILITZACIO DE MATERIAL

L’esterilitzacio és un procés que consisteix en eliminar tots el essers vius viables, és a
dir que puguin créixer i reproduir-se. Es una técnica emprada sobretot en els ambits de

la biologia pero també en altres ciéncies com la quimica.

Per aconseguir que un material estigui esterilitzat primer es neteja amb sabé tot el

material que contindra les mostres, com els tubs d’assaig o les plaques de petri.

Aquesta esterilitzacié es pot realitzar amb I'autoclau o en el seu defecte amb una olla a
pressio. En cas de I'olla a pressio s’ha de fer una doble esterilitzacio, primer a l'olla i
després a I'estufa. S’afegeixen dos dits d’aigua a 'olla i es col-loca una reixeta amb el
material que es vol esterilitzar. Es tanca l'olla i es col-loca al foc on es deixara bullir

durant uns 30 minuts.

Passat aquest temps es treu el material de I'olla. En el cas dels tubs d’assaig es tapen
amb cotd i s’emboliquen amb paper de diari. Les plaques de petri es col-loquen una
sobre l'altra de manera que la part interna quedi aillada i s’emboliquen amb paper de

diari.
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Es col-loca el material embolicat a I'estufa durant uns 45 minuts a 100-120°C.Passat
aquest temps es treu i es deixa que es refredi. Si no es destapa es pot conservar el

material esteril durant uns mesos.

3.2. PREPARACIO DEL MEDI DE CULTIU

e Medi de cultiu solid

Es dissolen en un vas de precipitats 20 g d’agar en 500mL d’aigua destil-lada. A
continuacié es reparteix I'agar preparat en diferents erlenmeyers, es tapen amb coté i

una gasa esterilitzada embolicant la part de dalt amb paper d’alumini.

Es figuen dos dits d’aigua en una olla a pressio, preferentment destil-lada, i
s’introdueixen els erlenmeyers durant uns 40 minuts. Passat aquest temps es treuen

els erlenmeyers i es deixen refredar durant 5 minuts.

Per tenir un entorn esteril es treballa dins una campana extractora i a prop d’'un fogonet

d’alcohol o un bunsen.

A continuacio es reparteix la preparacié d’agar en diferents plaques de petri estérils, es
deix que es refredin i quan l'agar s’ha solidificat es deixa a l'estufa a uns 35-37°C

durant unes 48h per comprovar que no s’hagin contaminat.

Una vegada ha passat aguest temps les plaques ja estan llestes per a fer créixer el

bacteri desitjat.

e Medi de cultiu liquid

Una vegada esterilitzat el material es pesen a la balanca 9 g de TBS# i es dissolen en

500mL d’aigua destil-lada. La dissolucié aixi preparada es posa a l'autoclau o a l'olla

4 TBS- és un medi nutritiu que afavoreix el creixement d'una amplia varietat de microorganismes.
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exprés durant 30 minuts. Es col-loca la solucié en els tubs d’assaig tapant-los amb coto

i una gasa esterilitzada i finalment paper d’alumini per fora.

3.3. OBTENCIO DE BACTERIS

S’han utilitzat bacteris de la nostra pell, de la ma d’alguns alumnes i bacteris que
creixen en diferents baranes de l'institut. Per extreure la mostra s’agafa cot6 i es passa
per damunt del material. Coto o dits es freguen per damunt de 'agar i es posa a 'estufa
a 36°C. Al cap de dos dies han crescut les colonies on es recolliran bacteris per posar-

los en el medi de cultiu liquid i es torna a ficar a I'estufa a la mateixa temperatura.

3.4. ELABORACIO DELS ANTIBIOGRAMES

Una vegada obtinguda la dissoluci6 concentrada de bacteris s’agafen amb una
micropipeta 400uL i es fiquen a la capsula petri. Tot seguit s’agafa la nansa de
Digralsky préviament esterilitzada amb etanol i foc, i deixant-la refredar s’utilitza per

escampar la solucié de bacteris per tota la superficie de I'agar.

Figura 37: fent la sembra

Amb la part mes ample d’'una punta esterilitzada es fan tres forats a 'agar de manera
gue quedin suficientment separats per evitar que les zones d’influéncia dels antibidtics
es fusionin. Tot seguit s’escriu una lletra a la part posterior de la capsula per identificar

el que es fica a cada forat. A continuacid6 amb la micropipeta s’agafen 40 pL de
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cadascun dels antibiotics: gentamicina, ampicil-lina i 'enzim zymoliasa®, i es col-loquen
al forat corresponent. Per dltim es fiquen les capsules de petri a I'estufa durant uns 2 o

3 dies a una temperatura de 36°C.

3.5. VALORACIO DE LA PRESENCIA DE ROS AMB LA TINCIO D’'UN REACTIU

FLUORESCENT

Aquesta valoracié es va fer a la URV amb la supervisio i I'ajut de la Dra. Anna Borrull.
Ella em va explicar que el procediment d’aquesta practica es exclusiu per a llevats, raé
per la qual no s’ha pogut fer amb bacteris i antibiotics. Per a realitzar aquest

procediment s’ha utilitzat el llevat Sacharomyces cerevisial.

En aquesta prova el que es pretén comprovar és si realment, com diu la teoria, els
antioxidants redueixen la preséncia de radicals lliures, és a dir, d’espécies reactives

d’oxigen.

Afegint etanol al llevat es produeixen radicals lliures, ja que l'alcohol estressa les
cél-lules del llevat. Amb l'ajut d’un tint anomenat dihidroetidium d’heli que marca
I'oxigen de I'etanol es podra veure si la cél-lula de llevat genera radicals lliures, aquest
fet es posara en evidencia mirant la mostra en un microscopi capac¢ de veure la

fluorescencia.

Per poder respondre a la pregunta formulada anteriorment s’han preparat quatre
mostres. S’agafa el medi de cultiu Sacharomyces cerevisiae que ha estat en agitacio tot
un mati i es reparteix en quatre tubs d’assaig. Cadascun dels tubs d’assaig portara

unes condicions diferents:

5 S’ha utilitzat amb la intencié de saber si te un efecte bactericida ja que la seva forma d’actuar consisteix en
dissoldre la paret cel-lular.
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e cultiu de control ( 3ml Ypd® + 1ml llevat)

e medi amb antioxidant (3ml Ypd + 1ml llevat + 1ml vitamina C)

e medi amb oxidant (3ml Ypd + 1ml llevat + 1ml etanol)

e medi amb oxidant i antioxidant (3ml Ypd + 1ml llevat + 1ml etanol + 1ml vitamina

C)

Es centrifuguen a 7800 rpm durant 3 minuts. S’extreu el liquid resultant amb una
succionadora, i es fica el tint dihidroetidium d’heli, i es deix reposar durant uns 3 minuts.
A continuacio es torna a centrifugar per extreure I'excés de tint. Es fiquen les cel-lules
tenyides a un portaobjectes i es tapa amb un cobreobjectes. A continuacié s’observen

al microscopi (capac de veure la fluorescéncia) amb un emissor de fluorescéncia .

Es localitza una bona zona al microscopi i es fan fotografies amb i sense fluorescéncia.
Finalment es procedeix al comptatge de les cél-lules amb i sense fluorescéncia i es

calcula un percentatge per poder extreure’n conclusions.

3.6. EFECTE DELS ANTIOXIDANTS SOBRE ELS ANTIBIOTICS.

A continuacié es realitzaran diferents antibiogrames amb I'antibidtic més eficag i una

série d’antioxidants.

Es repeteixen els passos de l'apartat d amb la gentamicina. S’agafa un morter i es
trituren els fruits d’on es pretén treure I'antioxidant. A continuacié s’agafa el liquid que
surt dels fruits amb la micropipeta (40 uL), es fica el liquid dins del forat corresponent
fet a la capsula petri i es repeteix amb cadascun dels antioxidants. Per acabar es fiquen

les plaques petri dins I'estufa durant 2 o 3 dies a una temperatura de 36°C

5 ’Ypd és una substancia nutritiva que s’utilitza per fer medis de cultiu. Esta format per glucosa 2%,
peptona 2%, extracte de llevat 1%
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4. RESULTATS

4.1. Resultat dels antibiogrames per conéixer quin és I'antibidtic més efectiu:

Observant el resultat dels antibiogrames trobem que de les tres substancies
utilitzades I'antibiotic més efectiu en tots el bacteris i llevats és la gentamicina.
L’enzim Zimoliasa no te cap efecte bactericida.

L’antibiotic ampicil-lina tan sols afecta al Straphilococcus aureus mentre que al llevat

i als altres dos bacteris és innocu.

Figura 38: Esterichia Figura 39: Bacillus
coli + antibiotics cereus + antibiotics

igura 41:
Sacharomyces

Figura 40:

StrapTIOCQg.C}J.S cerevisial +
aureus + antibiotics antibiotics

4.2. Resultats per comprovar I'efecte dels antioxidants sobre el ROS amb tincid

fluorescent:
1. Les figures 42 i 43 ens mostren els resultats obtinguts de la tincié fluorescent a
la mostra que per nosaltres actuara com la mostra en blanc (llevat amb Ypd). En

la figura 42 es mostra el 100% de les cel-lules, mentre que en la figura 43 veiem

39



ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?

un 14,52% de ceél-lules respecte a la figura 42. Les cél-lules que es veuen en la

figura 43 sén aquelles amb un alt nivell d’estrés.

ANOR

Figura 42: sembra sense etanol ni || Figura 43: sembra sense etanol ni
antioxidant antioxidant (imatge fluorescent)

2. Les figures 44 i 45 ens mostren els resultats obtinguts de la tincié fluorescent a
la mostra que només conté antioxidant ( llevat amb Ypd i vitamina C). En la
figura 44 es mostra el 100% de les cel-lules, mentre que en la figura 45 veiem un
0,16% de cél-lules respecte a la figura 44. Les cel-lules que es veuen en la figura

45 son aquelles amb una alt nivell d’estres.

Figura 44: sembra sense etanol, Figura 45: sembra sense etanol, amb
amb antioxidant antioxidant (imatge fluorescent)

3. Les figures 46 i 47 ens mostren els resultats obtinguts de la tincid fluorescent a
la mostra que només conté 'oxidant ( llevat amb Ypd i etanol). En la figura 46 es
mostra el 100% de les cel-lules, mentre que en la figura 47 veiem un 97,01% de
cél-lules respecte a la figura 46. Les cel-lules que es veuen en la figura 47 sén

aquelles amb una alt nivell d’estres.
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Figura 46: sembra amb etanol, Figura 47: sembra amb etanol, sense
sense antioxidant antioxidant (imatge fluorescent)

4. Les figures 48 i 49 ens mostren els resultats obtinguts de la tincio fluorescent a
la mostra conté I'antioxidant i 'oxidant ( llevat amb Ypd, vitamina C i etanol). En
la figura 48 es mostra el 100% de les cel-lules, mentre que en la figura 49 veiem
un 21,45% de ceél-lules respecte a la figura 48. Les cél-lules que es veuen en la

figura 49 sén aquelles amb una alt nivell d’estrés.

Figura 48: sembra amb etanol, Figura 49: sembra amb etanol, amb
amb antioxidant antioxidant (imatge fluorescent)

4.3. Resultats per comprovar I'efecte de diversos antioxidants sobre I'actuacid

dels antibiotics

Aquesta practica s’ha realitzat diverses vegades. La primera va ser a la universitat i es
va repetir a l'institut, aconsellat per la tutora, perque es va veure la necessitat que en
cada placa de petri hi hagués una mostra que fes de blanc (tan sols amb antibiotic) per

poder comparar. Els resultats van ser:
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ANTIOXIDANT ZONA D’INHIBICIO
Vitamina E 3cm

Suc de Méra 2,5cm

Suc de taronja 3cm

Figura 50: sembra amb bacillus cereus

2) Esterichia coli: com a consequéencia del seu creixement irregular es dificil

determinar la zona d’inhibicio.

Figura 51: sembra amb Esterichia coli

3) Straphilococcus aureus:

ANTIOXIDANT ZONA D’INHIBICIO
Vitamina E 2,2cm
Suc de Méra 2,2cm
Suc de taronja 2,5cm
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Figura 52: sembra amb straphilococcus aureus

4) Sacharomyces cerevisial:

ANTIOXIDANT ZONA D’INHIBICIO
Vitamina E 2,3cm

Suc de Méra 2cm

Suc de taronja 2,5cm

Figura 53: sembra amb sacharomyces cerevisial

Les seguents experiéncies es van fer a linstitut amb cultius de Micrococcus luteus.
Perd els primers que es van fer no es van obtenir resultats rellevants perque el

procediment no es va seguir amb prou rigor:
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Figura 54: antibiograma amb Figura 55: antibiograma amb
antioxidant. 1 (Micrococcus luteus) antioxidant. 2 (Micrococcus luteus)

La seguent vegada i un cop resolts els problemes anteriors els resultats van ser:

ANTIOXIDANT O ANTIBIOTIC ZONA D’'INHIBICIO
Gentamicina 3cm

Mandarina 2,1cm

Tomaquet 2,7cm

Figura 56: antibiograma amb antioxidant. 3 (Micrococcus luteus)

ANTIOXIDANT ZONA D’INHIBICIO
Gentamicina 2,6cm
Mandarina 2,3cm
Tomaquet 2,5cm
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Figura 57: antibiograma amb antioxidant. 4 (Micrococcus luteus)

5. DISCUSSIO DELS RESULTATS

5.1. Quin és el millor antibiotic?

e Veiem que la gentamicina es I'antibidtic més efectiu perqué te un anell d’inhibicid
meés gran, aixo es degut al fet que la gentamicina és un antibidtic d’ampli
espectre, és a dir, afecta a un gran ventall d’espécies bacterianes, sobretot
bacteris gram-negatius pero també alguns gram-positius com veiem en
I'experiencia.

e Una altra observacié és que I'ampicil-lina tan sols te un efecte antibiotic vers
Straphilococcus aureus ja que €s un bacteri gram-positiu que permet I'entrada
de l'antibidtic, en canvi €s un antibiotic que no te efecte sobre E. Coli perqué
I'estructura de la seva paret evita I'entrada d’aquest antibiotic.

e L’enzim zimoliasa, és un enzim que digereix la paret cel-lular dels llevats. En
aquest cas s’ha observat que no te cap efecte antibiotic, ni tan sols en el llevat

Sacharomyces cerevisial.
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5.2. Podem demostrar la preséncia de ROS amb la tinci® d’'un reactiu

fluorescent?

e S’ha observat que en les cel-lules sense etanol ni antioxidant hi ha una minima
presencia de ROS, la causa més probable pot ser que el mateix metabolisme ja
genera aquestes especies reactives d’oxigen. També veiem cert grau de tincio,
és a dir hi ha unes cel-lules meés brillants que altres, i aixd ens posa de manifest
gue tenen més ROS.

e El que s’observa en les cél-lules amb vitamina C és que quasi no hi ha cél-lules
molts estressades, é€s a dir amb molt ROS, si s’'observa amb detall es pot arribar
a veure una lleugera tinci6 que la podem considerar descartable. Aquesta
disminucié de la intensitat ens permet relacionar-la amb l'actuacié de la vitamina
C, i per tant pot resultar ser un antioxidant efica¢ contra els radicals d’hidroxil, els
anions de superoxid i 'oxigen singlet.

e En la mostra de les cél-lules amb etanol veiem que el 100% de les cel-lules es
troben en un elevat grau d’estres, ja que I'etanol (CH3CH20H) conté un radical
de OH" que és un potent oxidant.

e En la ultima prova del marcatge de I'oxigen (etanol + vitamina C) observem que
totes les cél-lules estan estressades, pero quan la comparem amb la mostra que
tan sols té etanol es veu una clara reduccié de la intensitat i per tant de les
espeécies reactives d’oxigen que s’hagin format.

e Per tant els antioxidant neutralitzen les espécies reactives d’oxigen en les
cél-lules eucariotes com les del llevat Sacharomyces cerevisial i aquest fet es
pot extrapolar i dir que en les cel-lules procariotes els antioxidants també

neutralitzen el ROS.
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5.3. Els antioxidants redueixen I'efecte dels antibiotics?

e En la experiencia del cultiu de bacteris s’ha comprovat que les mans dels
alumnes presenten majoritariament Micrococus, mentre que en altres llocs com,
la barana de les escales o del passadis, a més de contenir Micrococus també
s’ha detectat la preséncia d’alguns fongs.

e En l'estudi de I'antibiograma amb antioxidant que es va realitzar a la universitat
es pot comprovar que els anells d’inhibicié de la Gentamicina depenen del
bacteri i de I'antioxidant que trobem. En el cas de la mora s’observa que en la
major part dels casos te I'anell d’'inhibici6 més petit que els altres antioxidants.
Aquesta reduccio de I'anell d’inhibicié pot ser que es doni pel fet que el bacteri
pateixi una situacié d’estrés’ que els antioxidants de la mora poden neutralitzar o
afeblir. El problema d’aquesta experiéncia va ser que al no tindre una mostra en
blanc que et permetés comprovar si realment hi ha hagut una disminuci6é de
I'efecte de I'antibiodtic.

e Amb aquesta intenci6 es va repetir 'experiéncia a l'institut. Després de diversos
intents els resultats no van ser els esperats, possiblement la principal causa va
ser la manca de rigor alhora de distribuir I'antibidtic i els antioxidants. Un cop
resolts els problemes dels primers intents es van aconseguir finalment uns
resultats similars als de la universitat. Concretament s’ha observat una zona
d’inhibici6 més petita, probablement la causa d’aquest resultats és que els
antibiotics poden generar un cert estres en els bacteris, i per tant, els
antioxidants presents en les mandarines o en el tomaquet poden provocar una

reduccié de I'efecte antibidtic de la gentamicina.

7 faig referencia a I'estrés oxidatiu d’una cel-lula. Aquesta situacidn es dona quan la cél-lula te una gran quantitat
de radicals lliures o ROS.
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CONCLUSIO

En aquest treball he intentat demostrar dues hipotesis:

e Potser els antibiotics generen que els bacteris produeixin radicals lliures
gue danyen al bacteri.
o Si I’'afirmacioé anterior es correcta, pot ser els antioxidants reduiran I'efecte

bactericida dels antibiotics al neutralitzar els radicals lliures.

Per demostrar aquestes hipotesis s’ha fet necessari estudiar com actuen els antibiotics
sobre les estructures bacterianes i quines parts del bacteri fan la funcié de proteccio. La
paret cel-lular té un paper clau, pero també intervenen altres estructures com els
ribosomes alhora de sintetitzar-la , la membrana cel-lular i la capsula. Aquests son els
principals obstacles que ha de superar un antibiotic per atacar el bacteri. Aixi doncs
s’ha fet necessari determinar a partir de quins mecanismes s’aconsegueix que

I'antibidtic actui sobre aquestes estructures produint el seu efecte bactericida.

La hipotesi que s’ha plantejat en aquest treball proposa que aquest efecte bactericida
pot anar acompanyat de l'alliberament de radicals lliures que podran modificar la
composicié de les molécules organiques del bacteri, danyant les seves estructures. Per
neutralitzar aquests radicals lliures s’ha plantejat la segona hipotesi amb la idea de

comprovar si els antioxidants poden reduir I'efecte bactericida dels antibiotics.

Amb aquestes hipotesis inicials s’ha fet necessari buscar que és un radical lliure o una
espeécie reactiva d’oxigen i que és un antioxidant. S’ha vist que els radicals lliures sén
substancies quimiques amb una composicio inestable a causa que tenen l'ultim electrd
desaparellat. Un tipus de radical lliure son les espécies reactives d’oxigen o ROS, sén

molecules amb oxigen, molt reactives a causa que a I'tltim orbital tenen un electré no
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aparellat (radical lliure). A la vegada s’ha fet necessari, fer una recerca bibliografica per
a decidir quins aliments naturals contenen substancies quimiques capaces de

neutralitzar els radicals lliures i que de forma general sén considerats antioxidants.

El disseny experimental que s’ha realitzat ha pretés, en primer lloc, confirmar, a partir
d’antibiogrames, I'efecte bactericida dels antibiotics. Els resultats obtinguts has sigut els
esperats: tant la gentamicina com I'ampicil-lina aconsegueixen impedir el creixement
bacteria, i d’aquesta manera s’observa en les plaques de cultiu zones d’inhibicio
d’aquest creixement. A més s’ha complementat I'estudi amb una tercera substancia, en
aquest cas no es tracta d’'un antibidtic siné que es tracta d’'un enzim, la Zymoliasa.
Aquest enzim te un mecanisme d’actuacid semblant als antibiotics perquée pot ser
capa¢ de digerir la paret cel-lular d’alguns bacteris. Finalment, a diferéncia dels
antibiodtics treballats, s’ha observat que l'efecte d’aquest enzim no és suficient per

aconseguir zones d’inhibicié del creixement bacteria..

En segon lloc s’ha fet la valoracié de la preséncia de radicals lliures, concretament de
ROS, amb la tincié d'un reactiu fluorescent. S’ha induit estrés cel-lular a ceél-lules
eucariotes, concretament a cél-lules de llevat, aquest estrés es manifesta amb la
formacié de radicals lliures, a més, s’han sotmés a la preséncia d’antioxidants per
comprovar si realment els antioxidants neutralitzen els radicals lliures. Aquesta tecnica
ens funciona bé amb cél-lules eucariotes, com en el cas dels llevats, pero en canvi no
es una tecnica aplicable a les cél-lules procariotes. Tot i aixi, podem extrapolar els
resultats, i per tant, si en els llevats els resultats han sigut que efectivament els aliments
(méres, mandarines, tomaquets) han actuat com a antioxidants neutralitzant i reduint la

preséncia de radicals lliures, podem esperar que en els bacteris I'efecte sigui semblant.
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En tercer lloc s’han realitzat una serie d’antibiogrames amb gentamicina i amb
antioxidants, amb la finalitat de comprovar que, si realment els antibiotics alliberen
radicals lliures i aquests, tal com hem comprovat, s6n neutralitzats pels antioxidants,
llavors podrem observar realment una reduccié de la zona d’inhibicio. Els resultats ens
han permes confirmar que efectivament es produeix una certa reduccio de la zona
d’inhibici6 quan ho comparem amb la mostra que ens fa de blanc i que per tant no

conté els antioxidants.

Aixi doncs es pot arribar a la conclusi6 final que els antibiotics en la seva actuacio
bactericida, provoquen, entre d’altres mecanismes, que el bacteri generi espécies
reactives d’oxigen que a l'actuar com a radicals lliures ocasionin una série de danys
morfologics i bioquimics que indueixin a la mort cel-lular. Es per aquest motiu que es
redueixi I'efecte de l'antibidtic al afegir I'antioxidant perqué causa la neutralitzacié

d’aquests radicals lliures anomenats espécies reactives d’oxigen.

La pregunta que ens pot quedar finalment per plantejar i que sens dubte podria ser
motiu d’un nou treball de recerca és que, si durant un episodi d’infeccié bacteriana
s’estan prenent antibiotics, el fet de prendre antioxidants (sucs de taronja, tomaquet...)
pot suposar una reduccio de I'efectivitat de I'antibidtic. A partir dels resultats que hem
obtingut amb aquesta recerca ens podriem aventurar a predir que realment els
antioxidants poden reduir I'efecte de I'antibidtic, perd en canvi els antioxidants poden
ser beneficiosos per a les nostres cél-lules, perque possiblement un procés infecciés
bacteria pot arribar a suposar estrés per les nostres cél-lules i per tant I'efecte dels
antioxidants podria ajudar a reduir la presencia de radicals lliures. Al final caldria
investigar si els beneficis que suposen per un costat els antioxidants es compensen

amb els perjudicis que podrien suposar per un altre.
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VALORACIO PERSONAL

En aquest treball he dedicat moltes hores tant en la fase experimental (que pot
semblar la més interessant) com en la fase més bibliografica que m’ha permeés tenir els
fonaments teorics del treball. Penso que a nivell personal m’ha ajudat a entendre com
funciona realment un treball experimental, la majoria de vegades suposa moltes hores
de dedicacié per obtenir al final pocs resultats. A més, també m’ha obert la ment
respecte aquest mén misteriés de la microbiologia i la complexitat del funcionament

dels antibiotics i dels antioxidants.

També m’he adonat de la dificultat que suposa la lectura d’articles cientifics, moltes
vegades amb idees contraposades per la falta d’'un experiment definitiu que permeti

comprovar la teoria
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Annex-1: “Lo nocivo de tomar antibiéticos”

Una razbn mas a tomar en cuenta acerca de los efectos negativos de los
antibioticos. Segun un estudio publicado en la revista Science Translational
Medicine y titulado "Bactericidal Antibiotics Induce Mitochondrial Dysfunction and
Oxidative Damage in Mammalian Cells", ciertos antibidticos causarian desbalances
en el funcionamiento de las mitocondrias de los mamiferos, lo que puede provocar

dafos en los tejidos.

El estudio sugiere que las propiedades bactericidas de los antibiticos son las mismas
que afectan las mitocondrias, ya que estas tienen ciertas caracteristicas semejantes a

las bacterias.

Las mitocondrias son los organulos que se encargan de producir energia dentro de
la célula, y tienen un ADN similar al de ciertas bacterias. Esto sugiere que las
mitocondrias son producto de un antiguo desarrollo endosimbidtico, en el que una
bacteria fue engullida por otra célula. Es por eso que los medicamentos dirigidos a
atacar bacterias podrian afectar también a las mitocondrias.

El equipo dirigido por el profesor Jim Collins, experto en Ingenieria Biomédica de la
Universidad de Boston, ya habia realizado investigaciones relacionadas con los efectos
de los antibidticos, como el aumento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), unas moléculas muy perjudiciales para las bacterias.

Esta nueva investigacion se centr6 en analizar si es que los antibidticos también
producen un aumento de la producciéon de ROS en las mitocondrias de los
mamiferos. Para ello, se examinaron lineas celulares humanas en varios tejidos a los
gue se trataron con tres tipos de antibidtico bactericida: ciprofloxacina, ampicilina y
kanamicina.
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ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?

Los resultados mostraron que los antibioticos, administrados segun niveles
clinicos, generan ROS. Collins explica que lo hacen afectando las mitocondrias:
"hemos demostrado que lo hacen, en parte, mediante la interrupcion de la funcién
mitocondrial". Esto no sucede con todos los tipos de antibiéticos como es el caso de la
tetraciclina, la cual no mata bacterias, sino tan solo evita su crecimiento.

Asimismo, las células tratadas con los antibiéticos mostraron estrés oxidativo, un
tipo de dafo causado por las ROS cuando varios componentes celulares se enlazan y

oxidan.

Este mismo experimento se repiti6 con ratones y, luego de administrarles los tres
antibidticos, se observé que aumentaron también sus niveles de ROS y que hubo

estrés oxidativo.

Sin embargo, un dafio serio a nivel celular no se presentaria si se prescribe a la
persona antibiéticos durante un tiempo corto, ya que los mecanismos de reparacion de
dafios en el ADN son eficaces. En cambio, el impacto si podria ser serio en el caso
de personas a quienes se les administran antibiéticos de manera constante.

Para ver si los dafos a la mitocondria por ROS pueden ser reducidos, Collins y su
equipo experimentaron con un antioxidante llamado acetilcisteina (NAC). Al ser
administrado junto con los antibidticos, el NAC mitigé el aumento de especies
reactivas dentro de la célula (ROS) y del efecto de estrés oxidativo, y no afecté el

efecto antibaceriano de los antibioticos.

Para Collins, esto se deberia a que el NAC no estaria penetrando en las bacterias pero

si en las mitocondrias, de modo que el efecto antibiético es mas especifico.
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ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?

Mientras siguen las investigaciones, Collins recomienda que los antibioticos sean

consumidos solo cuando realmente sean necesarios.

https://sophimania.lamula.pe/2013/07/11/lo-nocivo-de-tomar-antibioticos/sophimania/
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ELS ANTOXIDANTS TENEN UN COSTAT FOSC?
Annex-2: “Antibiéticos: riesgos de la ingesta

prolongada”

Los antibiéticos matan a las bacterias, pero su ingesta prolongada podria causar una
disfuncion mitocondrial e inducir un estrés oxidante en células saludables, de acuerdo a

un estudio cientifico conocido durante los Ultimos dias.

Los hallazgos podrian ayudar a explicar por qué estos farmacos causan problemas

para varios pacientes en regimenes de largo plazo.

Los antibidticos han sido durante mucho tiempo un arma estandar en la batalla contra

las infecciones y varias enfermedades.

Conforme los aspectos ligados al sobreuso de antibioticos y la resistencia bacteriana
en medicina se van profundizando, otro factor ha emergido en el debate de los

antibiéticos: su efecto en células sanas.

El uso de antibidticos a largo plazo ha sido ligado con varios efectos secundarios,
incluyendo pérdida del oido y dafio renal. EI pensamiento médico tradicional dice que
los antibidticos podrian desencadenar l