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RESUMEN

El objetivo del estudio es determinar el efecto inhibitorio de Atorvastatina calcica sobre el crecimiento bacte-
riano in vitro, el cual serviria para evidenciar un efecto pleiotrdpico de este compuesto. Se realizd6 mediante
la técnica de difusion en papel, en las que se enfrentaron a 3 cepas ATCC: Pseudomonas aeruginosa, Esche-
richia coli y Staphylococcus aureus, con 6 repeticiones para cada una. El sistema de ensayo estuvo formado
por concentraciones de Atorvastatina calcica de 250 pg y 500 pg; también se utilizd control positivo: Aztre-
onam 30 pg, Trimetoprima/sulfametoxazol 25 pg y Cefoxitina 30 pg y control negativo etanol. Los datos
fueron procesados en Stata v17. Los resultados mostraron halos de inhibicién de 6 mm en las concentraciones
de 250 pug y de 500 pg de Atorvastatina para todas las muestras experimentales. In vitro Atorvastatina a con-
centraciones de 250 pg y 500 pg, no presentd efecto inhibidor frente a las cepas bacterianas estudiadas.

Palabras clave: Antibacterianos, Atorvastatina, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas ae-
ruginosa, pleiotrépico

ABSTRACT

The study's objective is to determine the inhibitory effect of Atorvastatin calcium on bacte-rial growth in vitro,
which would demonstrate a pleiotropic effect of this compound. It was performed using the paper diffusion
technique, in which 3 ATCC strains were tested: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, with 6 replicates for each one. The test system consisted of Atorvastatin calcium
concentrations of 250 pg and 500 pg; positive control Aztreonam 30 pg, Trimethoprim/sulfamethoxazole 25
ng and Cefoxitin 30 pug and negative control ethanol were also used. Data were processed in Stata v17. The
results showed inhibition halos of 6 mm at 250 pg and 500 pg concentrations of Atorvastatin for all
experimental samples. In vitro Atorvastatin, at concentrations of 250 pg and 500 pg, showed no inhibitory
effect against the bacterial strains studied.

Key words: Antibacterials, Atorvastatin, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas ae-ruginosa,
pleiotropic.
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INTRODUCCION

La atorvastatina es un medicamento que forma parte de la familia de las Estatinas y actia mediante la
inhibicién competitiva de la enzima HMG-CoA reductasa, que es responsable de la sintesis de colesterol en
el higado. Esto conduce a una disminucion en los niveles de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de baja
densidad (LDL), asi como a un aumento en los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en la sangre.
! La atorvastatina ha demostrado tener efectos pleitropicos, incluyendo propiedades antioxidantes que reducen
el estrés oxidativo. También disminuye el crecimiento de los macréfagos, reduce la expresion y secrecion de
las metaloproteinas de matriz (MMP), tiene un efecto antiinflamatorio, disminuye la expresion de la enzima
INOS, reduce la expresion de citosinas proinflamatorias como el FNT- alfa, IL-1beta e IL-6, disminuye la
secrecion de MCP-1 y reduce la secrecion de IL-8. Ademas, se observa una reduccién en la expresion de
MCH- 1I. Estos efectos se pueden atribuir a las propiedades antioxidantes de la atorvastatina. 2 El desarrollo
y avance de la medicina han mejorado la salud y aumentado la esperanza de vida de los pacientes, se realizan
y han realizado multiples avances tales como vacunas contra diversas enfermedades como la poliomielitis y
el COVID 19 y muchas ramas mas de la medicina; a pesar de los avances médicos, el desarrollo de nuevos
antibidticos no ha seguido el ritmo del aumento de la resistencia a los antimicrobianos, esto ha generado
aumento de la resistencia bacteriana en la poblacion 4. Las bacterias presentadas en este articulo son agentes
etioloégicos de enfermedades con distintas localizaciones, manifestaciones y/o cursos de infeccion;
Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva que afecta la piel y tejidos blandos, causando infecciones
con manifestaciones como dermatitis, abscesos, forunculos, foliculitis, e impétigo, incluso puede causar
infecciones graves como endocarditis ° Pseudomonas aeruginosa, es una bacteria gram negativa,
principalmente infecta las vias respiratorias y urinarias, ademas produce infecciones en la sangre, y es la causa
mas comun de infecciones por lesiones de quemaduras, meningoencefalitis y sepsis ®. Escherichia coli, es una
bacteria gram negativa que tiene diversos biotipos, causantes de diversas infecciones en el cuerpo humano,
siendo la de mayor incidencia las que se adhieren a las células epiteliales intestinales, provocando diarreas y
otros problemas gastrointestinales, también puede afectar el tracto urinario asi como otros sistemas del cuerpo
78 Estas bacterias son de interés debido a su relacion con problemas de resistencia a antibidticos, y se investiga
la posibilidad de que la atorvastatina tenga efectos inhibidores sobre ellas como una alternativa al uso masivo
de antibioticos. En cuanto a la realidad problematica, hay estudios que dan a conocer supuestos efectos
pleiotrépicos de la Atorvastatina al ser parte de la familia de las estatinas, tales como la mejoria de la
disfuncién endotelial, incremento en la biodisponibilidad de 6xido nitrico, efectos antioxidantes y propiedades
antiinflamatorias %2526,

No obstante, es de suma importancia recordar que el uso de antibidticos sobre estas cepas bacterianas se ha
incrementado en las Ultimas décadas, por lo que el efecto pleiotropico antibacteriano que presenta la
Atorvastatina apertura una oportunidad para resolver esta problematica mundial evitando el uso masivo de
estos farmacos *1%2526_ En vista de que hay evidencia de estudios que han demostrado que este farmaco
presenta potencial para impedir el crecimiento bacteriano de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus ', en el presente estudio se busca demostrar que la Atorvastatina a concentraciones de
250 pg y 500 pg presenta efecto inhibidor frente a las cuatro cepas bacterianas mencionadas anteriormente.
Finalmente, estos resultados aportan con mayor énfasis no solo al impacto del descubrimiento de los efectos
pleiotrdpicos antibacterianos de la Atorvastatina, sino también lo que conlleva el uso no controlado de

antibidticos en patologias manifestadas por estas cepas bacterianas !»13,
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MATERIALES Y METODOS
Diseiio y poblacion del studio

Estudio experimental in vitro. El estandar de referencia fue la Atorvastatina célcica estandar por 100 mg
(MERCK, codigo de referencia 1044516-100 mg, lote RO87X0) proporcionado por el Centro de Investigacion
de Medicina Tradicional y Farmacologia de la Universidad de San Martin de Porres (USMP). La fase
microbiologica fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia y en el laboratorio
de Investigacion en Biologia Molecular; de la Escuela Profesional de Medicina Humana de la Facultad de
Ciencias de la Salud - Universidad Peruana Union (UPeU). Se utilizaron cepas bacterianas ATCC (American
Type Culture Collection, Microbiologics, St. Cloud, Minnesota USA) de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Los discos de difusion
antibiotica que se utilizaron como controles positivos (CP) fueron para Pseudomonas aeruginosa, Aztreonam
30 ng; para Escherichia coli, Trimetoprima/sulfametoxazol 25 pg y para Staphylococcus aureus, Cefoxitina
30 pg. Se procedid a impregnar cada papel-disco estéril de 6 mm de didmetro (papel filtro Whatman #4) con
10 uL de cada concentracion de 250 gy 500 ug de Atorvastaina célcica. El estandar de Atorvastatina se dejo
secar el papel-disco para permitir su evaporacion.

Resuspension del Estandar de Atorvastatina calcica

Se pes6 con precision 12.5 mg y 25 mg de Atorvastatina (firmaco crudo) y se disolvieron en 0.5 ml de etanol,
de esta solucion Atorvastatina-etanol se prepard la solucion de trabajo a concentraciones de 250pg/mL y
500pg/mL 4,

Fase microbiologica (método difusion en disco)

Se constato la viabilidad de cada microorganismo a ensayar. Para la preparacion del inoculo se partié de un
cultivo de 24 horas en Agar Tripticasa Soya (ATS) para bacterias a 37°C a partir de los cuales, cultivos en
crecimiento activo, se seleccionaron de tres a cinco colonias, y se resuspendieron en 3 ml de solucion salina
estéril (NaCl 0,85%). El resultado de la suspension se homogeneizo durante 15 segundos y su turbidez se
ajust6 a 0.5 en la escala Mc Farland (1.5 x 108 ufc/ml). Posteriormente, se utiliz como técnica para determinar
actividad antibacteriana de Atorvastatina-etanol, el método de difusion en pocillo de Agar Miieller Hinton
2236 Se sembraron en placas de Agar Miieller Hinton con ayuda de un hisopo estéril las cepas de Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853. En
cada placa se colocaron discos impregnados con 10 pl Atorvastatina-etanol (250 pg), en otro disco 10 pl
Atorvastatina-etanol (500 pg), y un tercer disco 10 pl de agua destilada esteril (CN) y el antibiotico como
control positivo (CP) correspondiente para cada agente bacteriano; se realizaron 6 repeticiones
respectivamente. Después, se incubaron a 37°C por 24 horas, y al finalizar el periodo se midieron los
diametros de las zonas de inhibicion formadas alrededor de discos en las placas de las cepas bacterianas en
estudio, considerando el manual CLSI 2022 para los controles positivos.
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Analisis estadisticos

Los datos se almacenaron y procesaron para las graficas en Microsoft Excel 2016. Los resultados estan presen-
tados en un grafico de barras teniendo en cuenta los valores absolutos. Ademas, se tabul6 las medianas con
sus respectivos rangos intercuartilicos, y se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis para determinar diferencias en
la variable numérica entre los distintos fArmacos y las cepas bacterianas, para las dos concentraciones del
in6culo de atorvastatina-etanol.

RESULTADOS

En el presente estudio se empled como parametro de medicion el didmetro del halo de inhibicion (mm) con la
finalidad de evaluar la actividad antibacteriana del medicamento Atorvastatina. Las cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) fueron
expuestas a 2 concentraciones del estandar de Atorvastatina. Se determinoé que la zona de inhibicion fue de 6
mm para todas cepas bacterianas frente a la Atorvastatina, asimismo, en el control negativo (CN) también se
hall6 un halo de 6 mm. Sin embargo, en los controles positivos (CP) hubo un halo de inhibiciéon > 26 mm en
cada unidad de estudio (Figura 1) y en las 6 repeticiones de cada una de ellas (Figura 2). Adicional a esto,
mediante la prueba estadistica de Kruskal-Wallis, se identifico que la mediana por parte de los discos
antibidticos (control positivo) fue significativamente mayor a lo logrado por las dos concentraciones del
inoculo de atorvastatina-etanol (p<0.001) (Tabla 1). Esto indicaria que el firmaco Atorvastatina a
concentraciones de 250 pg y 500 ug, no presenta actividad antibacteriana contra ninguna de las cepas ATCC

incluidas en el estudio.

A B C

Figura 1. Resultados de la inhibicion en el crecimiento bacteriano frente a las cepas ATCC de Staphylococcus Aureus (A),
Pseudomonas aeruginosa (B), Escherichia coli (C).
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Figura 2. Actividad antibacteriana del estandar de Atorvastatina frente a las cepas ATCC del estudio.

Agua Atorvastatina Atorvastatina Control p*
N=6 250mg 500mg N=6
N=6 N=6
S. aureus 6.00 [6.00;6.00] 6.00 [6.00;6.00] 6.00 [6.00;6.00] 26.0[19.6;20.4] <0.001
E. coli 6.00 [6.00;6.00] 6.00 [6.00;6.00] 6.00 [6.00;6.00] 42.0 [25.6;26.0] <0.001
P. aeruginosa  6.00 [6.00;6.00] 6.00 [6.00;6.00] 6.00 [6.00;6.00] 30.0 [20.0;20.0] <0.001
*Calculado con la prueba de Kruskal-Wallis
Tabla 1. Variable numérica alcanzada segun indculo y cepa bacteriana ATCC
Atorvastatina En este estudio Ajith et al. Haeri et al.
250 pg 500 pg 100 pg 500 pg 1000 pg 1000 pg
Pseudomonas aeruginosa 6 mm. 6 mm. - - - 6 mm.
Escherichia coli 6 mm. 6 mm. 6 mm 13.75£0.49 mm. 15.70 + 0.95 mm. 17 mm.
Staphylococcus aureus 6 mm. 6 mm. 6 mm 12.50 £ 0.50 mm. 14.50 £ 0.49 mm. 16 mm.
Enterococcus faecalis - - - - - 15 mm.
Bacillus subtilis - - 6 mm 13.70 £ 0.49 mm. 14.50 £0.57 mm. -
Salmonella typhimurium - - 6 mm 14.75+0.49 mm. 15.25 £ 0.49 mm. -

Tabla 2. Actividad antibacteriana del estdndar de Atorvastatina frente a diversas cepas bacterianas en condi-
ciones distintas reportadas en este trabajo.
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DISCUSION

Se analizaron cuatro cepas bacterianas ATCC para determinar el potencial inhibitorio del estandar de
Atorvastatina frente a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli'y Staphylococcus aureus. De acuerdo con
los resultados del estudio, el estdindar de Atorvastatina no presentd efecto antibacteriano a concentraciones de
250 pug y 500 pg; no obstante, diversos autores mencionan que las concentraciones del inoculo de este farmaco
deberian ser mayores a 500 pg %15, En relacion al segundo hallazgo, se identificé que la dilucion de
Atorvastatina en etanol aminoro su eficacia en el presente estudio dando como resultado un halo de inhibicién
de 6 mm en las cepas bacterianas. Sin embargo, Welsh et al. 15, Bergman et al. 1 y Masadeh et al. 17 sugieren
que el uso de metanol para la dilucidon de este farmaco sea una opcidn mas viable ya que este presenta menos
impacto en el crecimiento bacteriano que el etanol. Con respecto al tercer hallazgo, diversos estudios
mencionan que no se conoce de forma precisa el mecanismo por el cual la Atorvastatina inhibe el crecimiento

bacteriano; sin embargo, se sugiere la presencia de la via del mevalonato 18:19-2021,

Las limitaciones presentes en este estudio estan en relacion a la resuspension del estandar de Atorvastatina,
en el cual se toma en cuenta la eleccion del disolvente como elemento esencial y diferenciador. Ademas,
consideramos a partir de los resultados que una mayor variedad de cepas bacterianas no ATCC y concentracion
del in6culo de Atorvastatina podria marcar un resultado diferente en el cual se observe el efecto inhibidor de
este medicamento segun Welsh et al. 15, Ajith et al. *2 y Haeri et al. *3 (Tabla 2).

Las fortalezas claves de esta investigacion se fundamentan en que actualmente hay escasos estudios que
prueben el efecto pleiotropico antibacteriano de la Atorvastatina frente a cepas bacterianas especificas de
interés mundial-27-* Ademas, si bien es cierto que existen estudios que han sido publicados de diferentes partes
del mundo con respecto al topico de que este medicamento actiia como potencial inhibidor antibacteriano,
ninguno proviene de Pert. Esto denota que el presente trabajo apertura la realizacion de estudios locales en el
area de ciencias microbiologicas y farmacologicas permitiendo la observacion de la condicion actual de
nuestra poblacion frente a estas cepas bacterianas?.

CONCLUSIONES

El estudio contribuye significativamente a la investigacion sobre el potencial antibacteriano de la atorvastatina
contra cepas bacterianas de preocupacion mundial. Aunque las concentraciones de 250 microgramos y 500
microgramos de Atorvastatina-etanol in vitro no exhibieron efecto inhibitorio frente a las cepas ATCC de
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli'y Staphylococcus aureus, el trabajo se suma a la escasa literatura
existente sobre las propiedades antibacterianas de este fArmaco. Ademas, proporciona valiosa informacion
para investigaciones futuras sobre las posibles aplicaciones terapéuticas de la atorvastatina. Se sugiere que
estos estudios futuros consideren una muestra mas diversa de cepas bacterianas y exploren variaciones en la
concentracion del indculo de Atorvastatina, asi como el uso de otros solventes, para ampliar nuestra com-
prension de su potencial antimicrobiano.

Contribuciones de autores: Todos los autores contribuyeron por igual a la concepcion y el disefio del estudio,
la adquisicion, el andlisis y la interpretacion de los datos, asi como a la redaccion del manuscrito y su revision
critica para aportar un importante contenido intelectual. Todos los autores aprueban la version final a ser
publicada y se comprometen a ser responsables de todos los aspectos del trabajo asegurando que las preguntas
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