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INTRODUCCION 

I.- Aepec·tos químicos de los Nitrof'uranos. 

Desde haoe alg6.n tiempo se han venido usando col: 

éxito, los derivados del 5 nitro:furano (5-NF) como a¡;en-o<>'· 

bacteriostáticos. Los primeros re por t;es de este empleo d2; 

tan de 1944; Dodd y Stillrns.n (l), encontraron que los der~ 

va.dos del 5-NP son drogas bacteriostáticas wio ó dos Órde­

nes d8 magnitud más activas que loa :f'urfurales no nitrados. 

También en 1944, durante la II Guerra Mundial(NoL 

mandía), Da.nn y Mollar (2) y por otro lado Sander (3) an~ 

ciaron el empleo del nitro:f'urfural oomo agente valioso en 

el tratamiento de las infecciones debidas a bacterias. 

Desde entonces muchos otros derivo.dos de los 5-NF han sido 

empleados como agentes terapéuticos. 

En la actualidad la Organizaci6h Mundial de la S.!!; 

lud, tiene incluida en su lista 19 substancie.a, de le.a cu_!! 

les s6lo ~e recomienden 8, aunque. su.e nombres cortos pro-­

puestos no estén legallnente protegidos. Para designar ea­

toe compuestos se emplean los siguientes pre~ijos: Fu.r, -

Furani, NifUr y Nitro:f'ur. 

Todos estos compuestos contienen el residuo nitr_g_ 

:furano y ae lea designa como 5-NF. 

Muira y Reckendorf (4) loe clasificaron en cuatro 

tipos de acuerdo a su estru.ctura: 

1 

2 

Ozometina: Incluye a les 5 ni trof'urfural semicar­

bazona (nitro:f'Ure.1); tales corno el 1-5 nitro-2-

f'ur:f'Uri1 de amino imidazolidiona-(nitro:furantoina) 

Compuestos con Di-ni tro:f'Ur:fural. 



3 

4 
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Compuestos Vinilo. 

Compuestos 5-nimroi'uril-heterociclicos. 

A continuaci6n se dan las estructuras de cada u:no 

de los cuatx·o t:l..pos en genera.1. 



1 :-

/CH 2 -NCJ 

5-NF-CH=N-N~ 

11 
o 

2..- 5- N F - CH = CH, /R 1 

C= N 
5-NF-CH= CH/ 'R2 

3.-5-NF-(CH=CH}- CH= N-R 
n 

N--N . 4.-' 5-NF- ~S;:> 

OzN~CH=N-~ 
O ~ .. /"'H. 

FURADANTINA P.M. 238.\6 

11 
o 

(N-5-Nltro -2 Furfurylldeno - 1 omino hldantolno) 
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La nomenclatura de estos compuestos se complj.c<>. 

oon el empleo de diferentes nombres oomercj_aJ.es para unFJ. 

misma preparaoi6n. 

Por ejemplo: pa.:ra el nitrofur:fu:r·!0'-1 se de:Jigna ce--

mo ntf'usina, f'U.rasinar nitrof'nrazona, ni·trof.'u1 .. antoina. ni-

5-NF sobre el C1"_2 

cimiento bacteriano ha aj.do probado ampliamente por Docld 

(5) quien fLié el primero en probar que l0E1 í'u:c:fui-~:les ni---

trados en la poaici6n 5 son dos vecea máa o:fectivos que 

los derivados no nitradoa, mientras que los f'urfurales con 

grupo nitr1;> en poGici6n 3 6 •1- no oon efectivos ( 6). Si se 

reemplaza el anillo f'urano por un fenol 6 tiofeno, los com­

puestos resul.tantes son menos efectivos o no tienen efecto. 

Cramer y Dodd ,(7) encontraron que el nitrof'urfura1 

actúa. sol=cntc dura.'lt"1 ]A. interfase del ciclo de vida bac­

teriano. 

Sohoog (8) encontr6 que en E.co1i y en una cepa de 

estafi1oooco la nitrof'urantoina a altas concentraciones 

prolonga la interfase; mientras que a menores concentracio­

nes afecta 1a fase de división. Por lo cual a bajas canee_!! 

traciones actúa como bacteriostático; y a altas concentra -

cianea actúa como bactericida.. 

Acorde a1 efecto bactericida 0 1 Connor ,_,tal (9) r~ 

portaron que deriva.dos nuevos del 5-n'it~cfurfUral producen r..!?. 
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tura de la pared celular y salida del ci toplaama, 

Lc-rian V. y Po_pool<'. :3. (lo) encont:-aron que dctol: 

min~=<-d::--.s conoen-trt:.i.cion1)S de nitrci'u.rantoinu. causo.n crunbl~'S 

mor::ológicos on los bacilos tilram. negativos (E.col~l l-J. 

Dicha clc.s:!.ficaci6n de ls.s ce:pa.s anteriores corresponde al 

Y tru,nbi6n encontraron la.o concentrrcLcionos inhib:l.-

formv.ci6n de muchos glóbulos en los bacilos. 

A conti.nuEci6n se dan le.s concentraciones inlúbi-

tories y bactericidas. 

Organismo: Concentraci6n mí Concentraci6n mí Relaci6n 
nima inhibí i;oria nima :baot'.er:Lciaa CMI/CMB 

(,P.E/ml. ) ( y.¡;/mJ.. ) 

E.coli l 12.50 3.12 1/4 

E.coli 2 6.25 1.5 1/4 

E.col:!.. 3 '5. 25 0.75 1/8 

E.aero~nes 25.00 6.25 1/4 

Kl.ebsie11a. 1 12.50 1.5 1/8 

Klebsiella. 2 6.25 0.75 1/8 

Salmonella 25.00 6.25 l/4 
Grupo D. 

El efecto de los derivados del 5-NF sobre el meta-

bolismo general de la o~lula, así como en particular sobre­

algunas reacciones enzimáticas ha sido estudiado por diver-

sos autores. 

La nitro:f'Urantoina inhibe algunos de 1os sieuien-­

tea pasos del ciclo de Krebs (11) (Fig.Nttm.1) Esquema del • 
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ciclo de Kreba; en bacterias. 

l) La Piruvato deshidrogenasa, que cataliza la :for-

maci6n de la Acetil-CoA necesaria para la formaci6n del c~ 

trato. 

2) Lo. Citrato sin·tetasa, como resu~Ltado de la. :Lo.hi-

bici6n en reacoj.6n l); J<i :formació:i de ci-t;rato H par1;ir de 

la acetil-CoA y oxalacetato se inhibe por la falte. de acetil­

CoA. 

3) La Al.:fa-cetoglutarato deshidrogenasn, que cate.liza 

la :forrnaci6n de succinato por descarboxilación oxilatj_va 

del e.l:fe.-cetoglutarato. 

4) La Malato deshidrogenas2, que oataliza la :forma --

ci6n de oxalacet!ol.to a :par·Lir de mala·t.o. 

5) La Ieocitrato deshidrogenasa, que cate.liza la :fer-

maci6n de al:fa-cetoglutarato a partir de isocitrato. 



Fig. N!!. i 

Piruvoto 

Amino NAO+ 

acld•~ N A~D--H+_H __ + _ __r_ __ c __ º 2
--"'--¡ Aes grosos 

~ Acetll Co A 

¡::·::H+H+ 
( '-..oPN+ 

Molo to 
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3. - Papel de la ni trofUrantoins. sobre la glutatiÓn 
reductasa. 

Además del efecto inhi bi tor.io sobre algunas rea.e-

ciones parciales del Ciclo de Z:-rGbe, los dcri"\ra.dos del. 

5-NF inlüben algunas onz:i.mv.s que contienen grupos SH acti­

vos. Así Green et al (l2) encontraron un efecto inhibi t.2 

rio del nitrofurel sobre le9 urens~:.. crlstal.ina la. cual fu~ 

inhibida 50 % despu.Gs de 30 minuto e:; le. aclici6n de la ci_!! 

teina reactiva parcialmente a la ure~sa. 

Do especia]. interés para es ce trabajo es el plilpel 

inhibitorio de los nitroi'uranos sollre la gJ.utatiÓn reduct_§; 

sa o GSSG red.uctasa. Dicha inhibici6u la revisaremos en 

detalle, en pr:iJne r lug2.r diremos algunas ;palabras sobre la 

enzima, sus características y ciertos detallea sobre la 

reacci6n que cataJ..iza; después anotaremos el papel del gl:!:!; .. 
tation en la fisiología celular y f'undamental.mente la ac--· 

ci6n de los nitrofuranos sobre la glutatión reduotasa y 

las consecuencias que se observan e.J.. llevarse Q oabo ta.J. 

inhibici6n. 

4.- Localizaci6n y propiedades de la glutatión reduo­

tasa. 

Esta enz:Llna reductora de dieul.f'uroa; ha sido pre­

viamente purificada en levaduras (13), como una f1ovopro-­

teína dependiente de NADPH en presencia del oua1 se encue~ 

tra completamente reducida. 

El NADP+ formado; se combina con la enzima dando 

un complejo de transferencia de carga en el FADH de la en-
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z1ma y el NADP+ 

Su mecanismo de ree.cci6n es típico; ya que al. inte~ 

accionar con una molécula de substrato, se modif'ica antes de 

reaccionar con una segunda molécula de substra:to; que la 

transformará a su f'orme. original. 

Sus caracteristj.oas; 

l.- P.M. llG,000 

2.- Km. GSSG5.5xlo-5 M 

3.- Km. NADPH 3,8xlo-6 líI 

4.-

5.-

6.-

pH 6pt:i.mo 7 .1 

P. I. 5. 9 

Coef'ioiento de extensi6n molecular a 280 nm"'l5.4 

Se fo-nnP por dos oadern:rn polipeptidicas iguales li­

gadas por puentes monovalentes. El. gr..tpo proaf;é:tiocFAD se -

separa por diálisis c electr·of'orlisis lo que indica una uni6n 

no oovalente con la cisteina. 

La molécula nativa posee por cada FAD un s61o SH, 

que expuesto por NADPH ea activo. 

En la :fig. 2 se presenta un esquema del mecanismo 

de acci6n de la gl.utatici'n reduotaaa propuesto por .Massey (14) 

en levadura. 



Figura Núm.2 
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Se ha demostrado la presencia de la enzima en la -

mayoría de los tejidos de los mamíferos, catalizando la mi!! 

ma reacción que ee ha esquematizado en la fig. 2 

De particular interés es su papel en el f\tndiona-­

miento del eritrocito. 

5.- Papel fisio16gioo del e~tiÓn. 

El glutatión (GSH) (l5), se encuentra en bacterias, 

plantas y en tejidos animales; como componente oaracterist_! 

co de todas las cé1uJ_as vivas, detectándose en una concen-' 

traci6n de 100 a 200 mg/100 grs. de tejido; en forma de GSH 

la oual es intercon.vertible con la fo:rnia. oxidada ( GSSG): 

2GSH--';;.¡rssG+2e- + 2W 

Es esencial para proteger los grupos tioles en las 

proteínas. 

En algunas oélulas protege contra la acción tóxica 

de metales, H;?02 (a través de la acción de la GSSG peroxi­

daaa) y otras aubstanoias extrañas (15). 

El GSH ayuda a mantener la integridad de 1os eri trE_ 

oitos, pero si se aoumula GSSG, éstos se hemolizan (16). 

~bién el GSH interviene como substrato o ooenzima 

de algunas enzimas las cuales al no habe:t: el GSH disminuyen 

. o pierden su actividad, ya que dioho substrato se encuentra.­

en fo:nna oxidada ( GSSG). 

Citaremos algunas enzimas que utilizan gl.utatiÓn, 

su fUente de obtención y la reaooi6n oatalizada. 



GSH peroxidaea 

GSH transhidrE_ 
genaea. 
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eritrocitos 

higado y r_! 
!'16n de rata 
y buey 

W!!idaci6n del GSH por 
H202 

reduce S-S por GSH e 
insulina, homociatina 
y CoM!SG 

El GSH tambi~n ooura un papel muy importante en aJ. 
gunos procesos orgániooe de desintoxicaci6n; donde el GSH -

se conjuga. oon el compuesto extreilo y dicho complejo ea el 

primer paso en la aintesis d<" tioidos mE1rcapiotl.ricos (15). 

que es la manera como el organismo elimina dichos comJ:r..Lee-

tos extral'los. 

Mencione.remos algunas de estas enzimas, su :f'uen·~e-

de obtenci6n y la reacoi6n catalizade.: 

GSH-S-a1'i1 

transfera.sa 

GSH-S-epox1, 
transferasa 

GSH ... S- ara,! 
quil trans­
:feraea 

hígado de muchas 
especies 

riH6n e higado -
de algunas espe­

. oie e 

en hígado y ri-­
f16n de rata. 

reemplaza grupos ni­
tro y aril hal6genos 
por GSH. 

reemplaza algunos ~ 
q_uil ha16genos y po­
sibles gru.pos nitro 
por GSH 

reemplazamiento de -
grupos lábiles ·aral­
qui1 hal6genos y po­
sibles ~atare.e por 
GSH 

Si el GSH se encuentra en :fonna o:d>dada :fallan o -

se bloquean estos mecani~nos de reacci6n. 

La nitro:f'urantoina induce la hemó1·1,"is intravaSC,!! 

lar en individuos sensibles a la i.-i·imioqu L. e; y si son inc:E, 
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badea sus eritrocitos con nitro:furantoina, baja marcadamen­

te J.a concentraci6n del. gJ.utati6n reducido (GSH). 

Además dichos indiv-lduoa son deficientes en enzima 

gJ.uoosa 6-foafato (G6-P) deahidrogenaaa (E J. ); J.o queª.!:!: 

giere un efecto sobre esta enzima y la ttJ-utati6n reduotasa 

(E 2) 

l..- G6-P + NADP+ 
E, 
~ G-P gluconoJ.ectona + NADPH 

2 ...... CSSG ..:-
E:i. . + 
f--~ 2C-sE + !;rP.J)P 

Le.a nitrof'urantcina activadas clínicamente en .. eJ. 

pJ.asma; afectan J.a GSSG reduotasa de J.os eritrocitos, pero 

no a la G-6P deshidrogenasa. 

La in..~ibioi6n de J.a GSSG reductasa se observa en 

J.as reacciones aoopJ.adas l.- y 2.- también si agregamos 6-P 

gl.uoonoJ.aotona eubstituyéndola por la Glucosa 6-P como don~ 

dor de el.eotrones; lo cual demuestre que la inhibioi6n por ni 

trofUrantoina eolo ocurre en la GSSG reduotaea oxidada como -

se aoompafia por la p~rdida de J.a absoroi6n máxima de dicho -

compuesto (17). 

En hemo1izados de rata se observé que J.a nitrofura..!!: 

toina inhibe J.a utiJ.izaci6n de NADPH y J.a' formación de GSH; 

comprobándose que J.a estequeometria de J.a reacci6n ea - - -

NADPHzGSH. 

Lo que confirma de una manera directa y de manera •.!: 

oJ.uaiva J.a inhibición de J.a GSSG reductasa por la nitrof'uran-

taina. 

Dicha inhibición es proporcional a la ccncentraoi6n 

J.e nitrof'Urantoina, en relaci6n c la GSSG rcductaea - - - -
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oxidada. 

También se encuentra inhibici6n en hemolizados de 

eritrocitos de ratones, conejos, perros, pollos, cuyos y -

monos. 

En rata además se inhibi6 la enzima en los siguie~ 

tes tejidos (l7). 

En tejido sanguineo, hígado, riñ6n, coraz6n, cer~ 

bro, pulm6n, testículo y músculo esquelético. En dichos t~ 

jidos la concentraci6n inhibitoria de nitrof'urantoina f'ué -

de 10- 5M (2.5 mg./Lt.) (l7). 

La inhibici6n en eritrocitos es reversible por di~ 

lisia, lo que prueba que no se enlaza firmemente a la enzi-

ma. 

Buzard, Kopko y Paul (l8), probaron la inhibici6n 

de varios derivados del 5-NF sobre la GSSG reductasa purif~ 

ce.das de E~ coli e hÍe9.do; encon+.rA.n<:\o a::t:fF)rentA senf:d hi.J_iaañ. 

de las dos preparaciones enzimáticas frente a los diferen-­

tes derivados probados. Así como otros compuestos nitro y 

concluyeron que la sensibilidad al inhibidor está en rela-­

ci6n directa con la labilidad del grupo nitro. Además su-­

girieron la posibilidad de que el efecto bacteriostático de 

estos compuestos sea debida a la inhibici6n de la GSSG redll_2 

tasa¡ lo que provocaría una acumulaci6n de GSSG en la cél~ 

la tal como sucedi6 en la hem6lisis de los eritrocitos de -

individuos sensibles ~ la primaquina. 

En resumen, los datos aportados por la bibligrafia 

muestran que el efecto de los derivados del 5-NF sobre el -
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crecimiento y diviai6n celular depende tanto del nitrof'urano 

especifico ensayado como de la especie utilizada. Asimismo 

1a resistencia o sensibilidad a estos bacteriostáticos (bac­

tericida.e en aJ.gunos casos) no tiene una oauea común en las 

dí:ferentes especies y el único caso claro ea el que de algu­

nas cepas de E. coli: que muestran sensibilidad al antj.bi6·ti­

co cuando son capacea de matabolizarlo (reducirlo) y son re­

sistentes cuando son dificiantes en el eietema enzimático c~ 

pa::s de transformar estos compuestos que resultan a:parentemeE 

te fata.J.ee para las cepas sensibles (19). 

La otra alternativa que es el hecho de que inhiben 

un gran nmnero de reacciones del Ciclo de Krebs y a la GSSG 

reductaaa; pudiendo de esta manera causar graves trastornos 

al. metabolismo general de la célula, dejando una gran in·terr.2 

gante planteada, que es el hecho de que afeotando vias meta­

b61icas y reacciones enzimáticas comunes a todas las células 

aar6bioas no presentan. el mismo efecto nocivo sobre las di-­

ferentes especies sometidas a prueba. A pesar de que el -­

efecto inhibitorio es demostrable in~ como un fen6meno 

común, oon ligeras variaciones en el procentaje de inhibi-­

ci6n como es el caso de la GSSG reductasa y algunas enzimas 

fiavinicas. 

En este trabajo se utiliza la mutante denominada -

:ro cuyo origen se reporta desde 1953 por Ephruai y Slonimski 

reportaron una cepa de s. cerevisiae deficiente·en la respi­

raci6n. Por lo cual la llam:i.ron ro - a dicha mutante tem-­

bi~n llamada "Pe ti t", le í':;c tan :nuchas enzi.mna re e pira to --
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rias así oomo la habilidad de fermentar substratos como el 

laotato y el glioero1. 

Es espontánea, presentándose oon un al.ta freouen­

oia aproximadamente del 1 % por generaoi6n. Dicha mutanto 

se dá por un factor citopláemico (ro-) debido a su DNA mit~ 

oondrial; lo que nos dá un :fenotipo "Peti·t ro - ". 

Es deficiente en la respiraoi6n ya que le fe.ltan­

J.os citocromos a y b y s61o tiene el oitrooromo o. Por lo 

tanto orece a expensas de gl.uo6J.isis enaer6bica; ya que t~ 

to el Ciclo de Krebs y la cadena respiratoria no J.e :funcio­

nan. Dicha mutaoi6n ea irreversible( Sherman y Slonimski -

19.6... (20). 

II.- OBJETIVO. 

EJ. objetivo de la presente T6sis es el contribuir 

al esclarecimiento de la relaoi6n que existe entre la resi~ 

tencia y sensibilidad a los derivados del 5-NF registrando­

eventos fisiol6gicoe generales; tal.es como sobrevivenoia a 

la droga de baoteriae y levaduras, efecto de la miesma sobre 

·el crecimiento de levaduras así oomo su permeabilidad c.e:,J.ae 

membranas celu1aras en lh,. oerevisiae y en E.coli , y eu 

efecto sobre l~ actividad de glutati6n reduotasa en 

§.:. oerevisiae. 

III.-

l.-

MATERIAL Y METODOS. 

Material. 

Para la elaboraoi6n del presente trabajo se utiliz~ 

ron las siguientes especies: 

Baoillus cereus. cep'.l.: Ce 1. St.,. 



Esoherichia ooli 

Candida utilia 

$aoc"lls.:J::pmpan .. c.eread.:aiae 
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cepa: K-16 

oepa: CU-1 

oepa: D-311-3 (A) ro+y ro-

Reactivos de Sigma Chemiaa:t Co.: 

l'i'ADPH, GSH, GSSG, Ni trofUrantoi.na., Alb-6.mi.na. de bovino, Fo1in 

Ciolteau, Trisma base, EDTA. 

ltlfco Laboratoriee: 

Bacto Peptona, Be.oto Agar, Aga.r Nutriente, Yes.et extraót; glu­

cosa anhidra.. 

Cajas Petri estériles de 10 x l cm.e. de la Os.ea nadé de Mé­

xico. 

Loe demás reactivos de uso corriente de laboratorio 

:fUeron de Merok de México. 

La.a medidas oolorimétricas y eepeotofotométrioas; se 

realizaron en un fotooolor:!metro KJ.ett-Summerson y eepaotrof,2 

t6metro Zeies modelo PQII respectivamente. 

Lea centrifupcionee preparativas se realizaron en. ' 

·una. centri:f'u.ga Sorval modelo RC2-B y para volmnenee muy pequ~ 

fios se utiliz6 una miorof'u.ga modelo 152 Mioro:f'ugu.e de Beckma.n. 

El material de oriats.lería f'a.é de la Casa Pyrex. 

:METODOS. 

1.- Cepas y condiciones de ouJ.tivo. 

Con objeto de aislar mutantes eepónt4neae, tanto :r.­

aistentes como sensiblee a la nitro:f'o.rantoina, ee hicieron 

1as curVa.a de aobrevivenoia a dicho nitro:furano, :ruaron uaa--

4&• las especies de mioroorganismoe menoionadae anteriormente. 

Para esto ee elaboraron medios s61idoe de cultivos (en p1acaa) 

con oonoentraoiones crecientes de nitrof'Urantoina y como con-
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trol. el. medio de oul.tivo sin nitrofurantoina. Las oonoentra-
-3 J. -8 oiones osoiJ.aron entre l.O M Y O M 

Medio: Cepa: 

Agar nutriente BaoiJ.J.us oereus CaJ..Ste. (2l) 

Agar nutrien·he ~ K-J.6 (22) 

YPD Candi da u tilia CU-l ( 23) 

Dekl.oet s.oerevisiae D-3l.l-3 (A) (24) 

Las dil.ucionea se hicieron de l.a siguiente fonna: 

Del ou1tivo original de cada cepa se toma una azada 
::.' 

y se resuspende en 10 ml.. _de oloru.ro de sodio al 0.85 % __ pre-

viamente esterilizado primera dil.uci6n), de aquí se toma 

O.J. ml. y se mezol.a con 10 mJ.. de cloruro de sodio (segunda 

diluci6n), de eata.diluoi6n se toman O.l de ml. y se mezclan 

con otros J.O mJ.. de cloruro de sodio (tercera diluoi6n). 

Para inocular las pJ.aoas se tom6 o.i ml.. de 1a tero~ 

dilttci6:1.1a. ou~ 

oa oon un trimie,uJ.o de vidrio. 

Las oajas se dejan incubar a una temperatura oonatB¡!: 

te de 30 grados centígrados por 24 horas; despu.6s se real.iza­

ron los conteos de colonias tomando como l.00 % de sobreviven 

oia el. nmnero de colonias del. medio de control. sin nitro:fUra,n 

taina. Esto :fU6 para todos J.os casos excepto para J.a - - - -

~.Q.erevisiae ro- que se oont6 a l.ae 48 horas despu6s de sem­

brar. 

Con J.os resultados obtenidos so elaboraron J.as tabJ.as 

de poroentaje de sobrsvivencia. 
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3.- CJarva de crec1.miento. 

Para tal. prop6eito ee prepar6 medio l.iquido de 

Dek1oet (2.4 .. ) oon nitrofurantoina 10-3M y s:ln nitrof'urantoi­

na para cepas s.oerevisiae ro-

se esteri1iz6 en el. autoclave ei medio de cultivo -

de cuatro matraces con aditamento especial (tubo adaptado p~ 

ra leer en el. ool.or:l'.metro). Se pusieron 50 ml.. do medio a -

cada matraz de :m.anera que quedaron distribuidos en l.a sigaie~ 

te :forma: 

2 matraces para S.oerevisiae ro+ uno con 50 ml.. de 

medio l.ibre de nitrof'u.rantoina y el. otro con nitrof'urantoina 

l0-3M y para s.cereviaiae ro en l.a miruna :fonna que el BE: 

terior. 

Se inocu.16 con 0.1 de ml.. de l.a primera di1uci6n pr.2 

curando que la densidad 6ptica del..in6culo :fuera de o.8 a 

540 ma para ca.da uno de los cuatro matraces. 

Se .dejan incubar con agi taci6n constante y a u.na tG!! 

pera-tura de 30 grados centígra.dos con::::t=te t••w•bi~n. 

Se prooedi6 a medir cada hora en el. :fotocol.orimetro 

con :fil.tro verde (aprox:!.m.ademente a 540 n m) gra:ficándolÍe las 

unidades Xl.ett (U.K.) obtenidas direot811lmi;te en este aparato 

contra tiein.po. 

4.- Espectro de absorbancia de l.a nitrof'u.rantoina. 

Se real.iz6 el. espectro de absorbencia de.nitrofuran­

toina a una concentraoi6n de io-4M Para tal. objeto se empl.e~ 

ron dos muestras de 1 m1. cada u.na, conteniendo buffer come -

blanco y- l.a otra conteniendo l.a nitrof'urantoina. 

Se 1ey6 en el. espectro y se grafio6 absorbanoia con-
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tra longj.tud da onda. 

5.- Experimentos de absorci6n de nitrof'ura.ntoina por las 
levaduras s.oerevisiae D-311-3(A)ro+ y ro-

Be prepar6 medio liquido de Dek1oet libre de nitro:fE: 

rantoina, se inocula por diluci6n 0.1 ml. procurando que la 

densidad 6ptioa sea de 0.8 a 540 n m, se dejaron incubando en 

agitao16n y e. tempere.tura constantes de 30 grados centígrados. 

Ya que oreoieron hasta final de la fe.se logarítmica, 

se reoupera el paquete de células por centrif'ugac16n a 10,000 

revo1uoiones por minuto durante 10 minutos y se lavan tres v~ 

oea·oon agu.a destile.da, se oentrif'ugan después de cada lavado. 

Una vez obtenidos los paquetes oelulares se les dete~ 

m:l.na. el peso hmnedo; para 10 cual se resta el peso de loe t~ 

boa, llevibidose a un volllinen final e~ re1aoi6n 1:2 (peso hÚI!l~ 

do: volllinen final). Con un paquei'lo volúmen de agu.a destilada ª'' 
resuspenden loe paquetes celulares de cada cepa; ya resuspend1 

dos cada.capa ee divide en 2 partes iguales y cada parte .se -

trata por separado. 

A una parta se le resuspende con bUffer Tris-ROL 0.1 ~ 

aacaroea o.25 M EDTA lxmM a pH 7.5 oon objeto de utilizarla 

cci:;:o blanco. 
-5 La otra parte se resuspende con nitrofUrantoina 10 M 

Cada parte resuspendida se agita en el Vortex; deján­

dose incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Después se -

centrifUgan a 8 1 000 revoluciones por minuto durante 10 minutos 

recuperándose .los sobrenadantes a los cuales se les mide la a_!! 

sorbanoia a 385 n m en el espectro. Las mues·tras son de 1 ml. 

ut~lizándose como blanco el sobrenadante del paquete resuspendl 
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do con buffer. 

En los siguientes experimentos se emplearon volúmenes 

pequeños para lo cual se utiliz6 la micro:f'uga, midiendoee ab­

sorbancia a 385 n m • 

El experimento anterior también se hizo con E.coli 

K 16. 

6.- Semipurificaci6n de la GSSG reductasa de S.cerevisiae 
cepas ro+ y ro- crecidas en medio líquido de Dekloet 
y Dekloet nitrof'urantoina 10-JM en cada cepa. 

Se sembraron 4 matraces de S.cerevisiae en 500 mJ.. de 

medio de Dekloet, 2 de ellos a una concentraci6n de nitrofur8;!!, 

taina 10-3M; se inocu16 con densidad 6ptica de 0.8 a 540 n m 

y se dejaron crecer con agitaci6n constante a 30 grados centi­

grados. Una vez crecidas las levaduras se colectan las células 

por centrif'ugaci6n a 10,000 revoluciones por minuto durante 10 

minutos, y se lavan con buffer Tris-HCl 0.1 M, sacarosa 0.25 M, 

EDTA l mM a pH 7.5 

Una vez obtenidos los paquetes de células, se resus-­

penden en un pequeño volúmen del buffer anterior. 

Para romper las células, utilizamos el aparato Brown 

6 ultravibrador, el cual emplea perlas de vidrio(0.5!l!!ll. de di~ 

metro) y se enfría por medio de co2 Se lea' dieron de 30 a 60 

segundos de vibraci6n alternada; ya rotas se recupera el homo~ 

nado y se hace un frotis para ver el rendimiento de la ruptu-

ra. 

Todos los pasos subsecuentes se realizan a cuatro gr~ 

dos centigrados. El llomogenado se centrifuga. e. l0,000 RJ'M du-

ra.nte 10 minutos y se recupera el sobrenadante libre de células 
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(extracto crudo); dicho extracto crudo se lleva a 40 % de 

saturaci6n con sulfato de amonio s6lido y se deja agitando 

por una hora. 

El precipitado obtenido se centrifuga a l0,000 RPl'~ 

durante lO minutos, recuperándose el sobrenadante, el cual 

se lleva de manera semejante a 65 % de saturaci6n con sul­

fato de amonio y se centrifuga a l0,000 RPM durante lO min~ 

tos. Se recupera el sedimento en donde se encuentra la 

GSSG reductasa; el cual se resuspende en un pequeño volúmen 

de buffer Tris-HCL O.l M, sacarosa 0.25 Ilí, EDTA lmM apH 7.5 

Con objeto de eliminar el exceso de sulfato de amonio se --

dializa por l hora contra l litro deJ. mismo buffer. 

7.- Medici6n de la actividad de la gl.utati6n reductasa. 

La actividad se mide por el cambio de absorbancia 

a 340 n m de acuerdo con el método basado en la disminuci6n 

de DO debida a ~a oxiuaci6n del NAn"PF!. La reacci6n se midi6 

en cubetas de cuarzo del ml.; de la siguiente manera: 

Se preparan 2 cubetas conteniendo 0.900 ml. de buffer 

Tria-HCL O. l M sacarosa o. 25 M, EDTA l m r~ a pH 7. 5 a con­

tinuaci6n se agregan lOO_..u..l. de muestra (enzima) y 20_µ.1.. de 

NADPH disuelto en NaHC03 al l %; se mezclan los reactivos en 

en cada una de las cubetas y con una de ellas que nos sirve­

oomo blanco se ajusta al espectrofot6metro. 

A la otra cubeta se le añaden 50_).(l. de GSSG a una 

concentraci6n de 7.5 por l0-3M y se va registrando el cam­

bio de densidad 6ptica a O, l5, 30, 60, 90 y 120 segundos. 

Para obtener la :J.ctivi:iad se gra-fica la densidad -
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6ptica a cada tiempo de reeistro; con lo cual obtenemos la -

delta de actividad. Y para obtener la actividad especif"ice. 

se determina la cantidad de proteína de la muestra por el -

método de Luwry et al (25). 

La actividad especi1ica queda de1inida en Unidades 

Internacionales segiin la Comisi6n Internaci6nal de Enzi_mas -

(I.U.P.A.C.) Una unidad es igual al número de..JJt_MoJas de pr~ 

dueto formado / m:in./mg. de proteina. 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

Sobrevivenoia de las bacterias a la nitrofurantoina. 

Como se aprecia de loe datos de sobrevivencia obten~ 

dos de las dos especies de bacterias empleadas en este trab2 

jo, (Lablae J. y 2), la d6sis J.eta1 de nitrofurantoina en me-­

dio s6lido, se encuentra alrededor de 10-5M sin haber sido 

posible aislar un mutante espontáneo resistente a la droga; no 

obsta.~te que se sembraron concentraciones de células que ose~ 
2 6 

1aban entre 3.1 x 10 y 6.}xlO Las células se incubaron ~ 

elusiva hasta por periodos de 72 horas sin mostrar crec:i.J¡jien­

to alguno. Estos datos concuerdan con lo reportado en la 1it2 

ratura, que muestran un. alta sensibilidad de diferentes espe-­

cies bac-~erianas a los derive.dos de 5-NF; con una d6sis letal 
-5 que oscila alrededor de 10 M (26). 

El efécto bacteriostático de la droga se muestra cla­

ramente a concentraciones menores a 1o-5M pues el tamaiio de 

las colonias es considerablemente menor que el alcanzado por 

las colonias control crecidas en medio libre de nitro:f'uranto~ 

na. (tablas 1 y 2). 



Tablo N-2 t Sobrevivenclo de Bocillus ~(Col .Ste.l en medio de AGAR 
nutriente- Nitrofurontolna 24 hrs. de crecimiento (placas) 

Media [Ellt rofurantolnc!:) Celulos Colonias 0/o Sobrevlvencla 
Molar Sembradas contadas 

AGAR nutriente o.o 317 317 100 

Nitrof uran!clno 1 0-8 M 317 185 58.3 

Nitrofurantolno 1 o-7 M 317 141 44.4 

Nltrofurantoina 1 0- 6 M 634 210 33.0 

Nitrofuran to in a 1 o-5 M 634 150 2 3.6 

Nitrofurantolna 1 o-4 M 63400 o o 

Nllrofurontolna o-3 M 6 340000 o o 



Tablo N!? 2 

Medio 

AGAR nutriente 

Nii ro f uraroioinG 

Nitrofurantoina 

Nitrof urantoino 

Nitro fu rontoi na 

Nitrofurontoino 

Nitrofurantoina 

Sobrevivencia de EscherichiO· coli K-16 en medio de AG AR 
nutriente- Nitrofurantoina 24hrs. de crecimiento {placas) 

0ttrofurontoln~ Ce lulas Colonias 
Molar Sembradas contados 

o.o 541 541 

1 o-• M 541 367 

1 o-7 M 541 301 

1 o-•M 541 280 

l o-'M 541 200 

1 0- 4 M 541 o 

1 0-1 M 541 o 

ºlo Sobrevlvencia 

100 

67 

55.6 

51.5 

36.9 

o 

o 
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2.- Sobrevivenoia de las levaduras a la nitrof'ura.ntoina. 

A diferencia de 10 que sucede en el caso de - - - - -

E.co1i K-16 y B.oereus Cal. Ste.; las levaduras Ca.ndida ~ 

y Saooharomyoes cerevisiae D-3ll-3(A) ro+ fueron resistentes a 

-2 la nitro:f'uran.toina a concentraciones ta.1 al.tas como 5 x lO M 

(no se probaron ooncentraoiones mayores; ya que la droga. pre­

cipita en el medio) sin mostrar alteración aJ.guna; tanto en el 

n-dmero, como tama.fío y apariencia de las colonias (tablas 3 y 4) 

La. cepa de s.oerevisiae (ro-) es una mutallte obtenida 

a partir de la cepa D-311-3(A) ro+ 6 silvestre. 

La diferencia entre la ro+ y-ro- es la ausencia de m,! 

tocondrias :funcionaJ.ee en la ro- por lo tanto dicha mutante 

crece s6lo a expensas de gl.uc61isie anaer6bioa. para. obtener 

su energía necesaria, ya que tanto el Ciolo de Krebs aei como 

la fosforilaoi6n oxidativa no le :funcionan (20) 

El empleo de este mutante en nuestros experimentos 

resul.taba de particu1ar inter&s debido a que en ausencia aei 

Ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria :runcion6le~ •~ :¡:;¡­

do en~ la droga e:l.v. un metabolismo aer6bico y dep~diente 

tot!Ülllente de la gl.uc61isis anaer6bica. 



Tablo N!a 3 

Medio 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitral. 

De Kloet Nitrof. 

De K loet N itrof. 

De Kloet Nitrof. 

Sobrevivencio de Condido utills CU-1 en medio Y PO Dekloet 
Nitrofurontoino 24 hr:s:-de crecimiento (placas l 

~itrofurantoin<!) Ce lulas Colonias 
Molar Sembrados contados 

o.o 500 500 

1 o-5 M 500 490 

1 0-4 M 500 498 

1 o-3 M 500 480 

s x 1 0- 2 M 500 480 

0/o Sobrevivencia 

100 

98 

1 00 

96 

97 



Tablo N! 4 

Medio 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet .Nitrof. 

Sobrevivencio de Soccharomyces cerevisloe cepo: D- 311-3(A)_.,PT 
en me dio Oekloet-Nltrofurontoino 24 hrs. de crecimiento (placas l . 

{!litrofurontoin~ Celulas Cqlonios 0/o Sobrevivencio 
Molar Sembrados contadas 

o.o 176 176 100 

1 o-6 M 171 177 100 

1 0-SM 1 76 1 62 92 

1 o- 4 M 176 160 90 

1 o-3 M 176 100 60 

Sx 1 o-3 M 176 20 9 
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Es maja la sobrevivenoia de la oepa de S.cerevisiae 

D-311-3(A) ro frente a. conoentra.ciones oreoientes de nitro-
-6 -3 

:tu.rentoine. (10 M - 10 M ) • 

Le. cepa re+ mostr6 eobrevivencia de 60 % en medio 

s61iüo oon nitro;t'u.rantoine. a. una concentraci6n de 10-3m en 

estas condiciones las colonias sobrevivientes p~esenta.ban un 

tamaf1o y apariencia nonneü. comparable a las oo1onias oredidas 

en el medio oontrcl libre de nitrof'ura.ntoina. En cambio la. 

cepa· ro- muestra una sensibilidad oomparable a la de las ba~ 

teriaa ensayadas, encontrándose que la d6sis que cambia la 

inhibioi6n corona a.J. 100 % de crecimiento, oscila entre 

10-5M y 10..:41!1! •• 

Pero a di:f'erenoia. de las bae1icrias, es posible obse,E 

var, deapu~e de 60 horas de orecimiento, la aparioi6n de a~ 

gunas co1o_nias oon un tamaffo menor eü. de las colonias que er.!'!_ 

ciaron en medio oontrol. Por lo anterior decidimos hacer una 

curva de crecimiento de las dos cepas de S.cerevisiae en medio 

de Dekloet líquido; midiendo la densidad 6ptica a. 540 n m en 

contra del tiempo. 

Como se observa en la. :f'ig. 3 la nitrofurantoina no 

muestra efecto considerable sobre la velocidad de crecimiento 

de la cepa. ro+ monstrándose tanto la velocidad como el per­

fil de la curva con la.e caracteristica.s de control oreoido en 

medio libre de nitroforantoina. 

Por otro la.do, el crecimiento de la. cepa ro qua no_!'. 

mal.mente es máa lento respecto al de la silvestre ro+ en pr.!'!. 

senoia. de 1a ni trof'Urantc.jno. es aún mái: lento mostrando un COE, 

a;l.derable retraso de ap--o. · rnadamente 10 a 11 horas con respe~tc 
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a1 contro1 crecido en medio 1ibre de nitrof'u.rantoina. 

Resu1ta interesante resa1tar el hecho =e que en 1a 

curva de crecillliento de 1a mutante ro- crecida en Dek1oet -

con nitro:t'urantoi.na io-3M presenta una pendiente menor en 

1a etapa 1oga.ritmica; adem~s e1 período de inioiaci6n de 1a 

fase 1oga.rítmica de crecillliento tiene un retraso oonsidez:!!: 

b1s con respecto a1 observado para 1a miama cepa crecida en 

medio 1ibre de nitrof"urantoilla; 1o cua1 sugiere 1a posibi1~ 

dad de a1e;Wi ajuste metab61ioo en las oé1u1as ueoeaaric pe.re 

iniciar e1 crecimiento 1oga.ritmico. 

Aenis (27) encontr6 que cuando 1a bacteria es aom~ 

tida ~ ~ a condicionea aer6bioaa se incrementa 1a re­

sistencia a 1a nitro:furantoina. Es conveniente re1aoionar1o 

con 1a mayor suaceptibi1idad a 1a nitro:fUrantoina observada 

para 1a mutante ro- emp1eada en e1 presente trabajo y que 

como se dijo obtiene 1a energía para sus :funciones a expen­

sas de gl.uc61isie anaer6bica. 



Tablo N2. 5 

Medio 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

De Kloet Nitrof. 

Sobrevlvencio de Socchoromyces cerevlsioe cepo: D- 311-3(A) _,,,,o­
en medio Dekloet-Nltrofurontolno48hrs.de crecimiento (placas). 

ffi itrofu rontoin<!) Celulos Colon los % Sobrevivenclo 
Molar Sembrados contados 

º· o 200 200 100 

1 o- 6 M 200 180 90 

1 o-5 M 200 140 70 

1 0- 4 M 200 o o 

1 o"' 3 M 200 o o 
\l<1',-



U.K. 

430 

390 

360 

330 

300 

2.70 

240 

2.10 

180 

150 

120 

90 

60 

30 

Fig. 1'!!?3 CURVA de cresimlento de Saccharomyces cerevlsloe 
cepo5: D-311-3(A)........,+y ---o en medlodeDekloet con 
y sin Nilrofuronloino 10-3 M 

- ....-o+ 

a a a_,..,-

Nitro!. I0-3 M 

80 hrs. cree:. 
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3.- Permeabilidad de las membrana.e celulares a la nitro 
:f'U.rantoine.. 

En e1 os.so de 1e.s oepae bacterianas; se argumenta que 

1a reeisteneiO.a se debe a UDa dieminuci6n de la permeabilidad • 

de la pared celular, o a una eeneibilide.d reduoida a1 nitro:f'u­

rano ~e oiertae enzima.e bajo condioionea aer6bicae (27). Dec_! 

di.moa poner a prueba esta hip6teaie en el caso de S.oerevisiae 

ro+ y ro Disefiamos un experimento que noe permitiera oono-­

oer si la nitrofU.rantoina era removida del medio cuando se :l.B; 

oubaba por periodos cortca con paquetes de células frescos de 

embaa cepas, que habían sido creclidaa.haeta e1 final de la f,!!: 

se 1oga.ritmics. en medio de Dek1oet. En efltoe experimentos se 

utilizaro~ ~quetea de células de ~ K-16 como control; s~ 

biendo que esta cepa es sensible y a la vez permeable a la ni­

trof\lrantoine.. Después de preparar.las eé1u1ae en la forma -­

descrita en métodos; se incubaron en presencie. de nitro:f'uran-
-4 toina 10 M cuyo espectro de absorci6n previamente se determ_! 

n6. ( Fig. 4. ) 

Como se observa de 1a tabla número 6, la nitrofuranto.! 

na .ea"" ~ovida del medio tanto por la ~ oomo por la cepa 

ro- mientras que la ro+ deja la nitrofurantoina en el medio. 

Este resultado demuestra que la ro+ ee impermeable a1 antibi6-

tico, mientra• que penetre. fácilmente en la cepa ro- Dicha pe_r 

meabi1idad podría deberse a una mutaci6n en la membrana cito -

p1ásmioa asocie.da a 1a mutaoi6n mitooondria1, que se ha des-­

crito para aeta ·. · . cepa o simplemente es consecuencia del 

crecimiento anaer6bioo obliga.do por 1e. mu te_·-. te mi tocondria1. 
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Tablo N.!! 6 

Preparación 

P. hum. 
( 9rs.ce Is.) 

.--o+ 4.2 

5.0 

4.9 

...... - 4.6 

5.3 

5.2 

Es coll K-16 4. 5 

Permeabilidad de Soccharomrces cerey!s!ge 0-311-3(A)..A>+J ......,-ºlo Nitrofurontoina 

Los poqueles celularc: se lncubarón 10 mio.o tempero tu ro ambiente. 

Abs o Abs o •¡. Recuperación 
385 mm. 385m m. 

0.45 0.45 
1 ºº 

0.90 0.90 100 

0.95 0.95 100 

0.4·5 * 0.20 44 

0.98 0.28 28 

0.9 5 0.175 18 

0.97 0.22 23 

* Concentración de Nilrofurontolna 5x10-EM~ puro los deme s casos es 10-5 M 

~. _,_· 
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4-. - Actividad de la gl_utation reductasa en presencia de 

nitro:rurantoina. 

Dentro de las actividades enzim4ticae que se han e.!! 

tablecido que son inhibidas por nitrofurantoina in-~ e_!! 

cogimos a l.a GSSG reductasa para_·determinar el e:fecto sobre -

l.os niveles de esta activ:l.dad, en la oepa ro+ y ro cuando 

son crecidas en ausencia y presencia de dicho antibi6tioo. A 
-3 una conoentraci6n de 10 M El m6todo utilizado en la prepa-

raci6n de l.os e:rt~ctos y ensayo de la actividad de la GSSG -

reductasa se describieron en m6todos. Como se aprecia de la 

tabla nWa.er0 7 los niveles de actividad de la GSSG reductasa 

aon mayores en la cepa silvestre ro+ crecida en medio ~e De-

kloet libre de nitrofurantoina que en l.a cepa ro credida b!!: 

jo l.as mismas condiciones. Aparentemente el metaboliSll)-P anS;! 

r6bico n~~" ~uye an los nivel.es de GSSG reductasa; 

así vemos que la oepa ro y sin ni trofurantoina tiene la m;l:tad. 

del.a actividad que su correspondiente control ro+ Como se d_! 

jo en la :lntroduooi6n la di:ferencia fundamental entre estas C,!. 

pas es que l.a ro carece de mitocondrias y por l.~ ~anto obt~ 

ne l.a energÍa para sus funciones a partir de la gl.uc6lisis 

anaer6bica. 

Al estar viviendo una célula con ausencia de mitoco_!!; 

drias pero con una gl.uo6l.isis anaer6bica muy activa su poten~ 

cial. redox se modifica ya que los piridín nuclue6tidos reduci­

dos que. se producen en l.as primeras etapas de la giu~6l.isis 

anaer6bica, son· reutilizados necesariamente en l.a úJ.tima reac­

ción de la mencionada gluc6lisis. 
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Esto trae oomo consecuencia una deficiencia relativa 

de equivalentes reductores de la cepa ro- • Una hip6tesis de 

traba~o que se puede oonsiderar para explicar la menor acti­

vidad de glutati6n reduo~asa en la mutante ro es precisa.mea 

te tom~ndo en consideraci6n su deficiencia de equivalentes r~ 

ductores que en forma de NADPH y de GSH aparecen en ambos la­

dos de la ecuaoi6n catalizada por la g1utati6n reductaea: 

GSSG + NADPH - GSH + NADP+ 

Eventualmente la falta de equivalentes reductores P2 

_liria llevar a una menor actividad de la enzima. 

Por otro lado loe niveles de actividad bajo. condici2 

nea de crecimiento con ni trofurantoina son menores en ambos c_!!. 

scie, que los encontrad,os en los controles crecidos en medio de 

Dekloet libre· de nitro:f'u.rantoina. Dicho en otra forma encon--

1;ramoe diferencia en :ioe niveles de actividad enzimática.aso--. . 

ciada a la mutaoi6n (e~presi6n genética), y una segunda dife-­

rencia debida a1 efecto de la nitrofurantoina sobre el crecí-­

miento y ÍnetaboJ.iemo general de ambas cepas. 

De acuerdo con lo que anotamos en la introduoci6n de 

esta Tésis, era factible preveer una posible aoci6n inhibito­

ria de la nitrofurantoina en la. actividad de la glutati6n re­

duotasa. Como se observa en la tabla número 7 la inhibici6n 

de J.a actividad de la enzima por la nitrofurantoina es mucho 

más marcada en J.a cepa ro- donde se observa una inhibici6n 

del 60 % en relación con su control que en la cepa ro+ en 

re1aci6n tambián con su respectivo control donde la inhibici6n 

e61o es del 36 :O. Este resi.tl tadr: ao tiene nada de sorprenden 

te de:spuée de J.a demostracj6n, 'J11C se hizo en esta tésis, d., 



-28-

una mayor perm~abi1idad de 1a cepa ro a 1a ni trof'u.rantoina 

(tab1a 6 ). 

Por 1o tanto una mayor concentraci6n de nitrot'ur!'Ultoj, 

na dentro de 1a c~1ul.a ro-, inhibe en mayor grado 1a actividad 

de 1a g1utati6n reductasa io·que coincide oon 1o que mencionamos 

en 1a introducci6n ya que se ha demostrado (17) que ia inhibi­

ci6n de 1a actividad de e.ta enzima es ~roporoiona1 a 1a oon-­

oentraci6n de -Jrl.trofurantoin.a. · Tam'!>i6n el;ltán de a.cuerdo nues­

tros datos con ia · demost;re.da uni6n de 1a. ni'tro:f'urantoina óon . 
'<f•" .- - .. 

J.a. gl.uta.tt6n reductasa. _(17); wii6n que como se _di;Jo anteriorme2!-· 

te es J.axa. debido a 1a. reversibi1ida.d por 1a. di!U.isis. 



Tablo N.2 7 Actividad especifico de lo Gluto tio'n Reductaso en cultivos de Soccharomyce s cer ivislae 

D - 311-3 (A) /O+"/~ - c recldas con y sin N itrofurontoino 10-3M 

Cepo Cultivo GlutotiÓn Red %de Inhibición º/o Actividad 
Act. Esp. m UI * 

D-311-(A)/O+ ~ De Kloet 11 o o o 

D-311-( A) ,.;o+ De K. Nltrof. 70 36 6.4 

D-311-( Al~- De Kloet 50 o o 

D- 311- (A) ,,,o- De K. Nltrof. 20 60 40 

* m UI ")J. Molos de GlutociÓn reducido/min/mg.de protelno. 
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v.- RESUMEN. 

Se investig6 la sensibilidad y permeabilidad a la ni 

trof'urantoina en una cepa de Escherichia ~ K-16 y de cepas 

de SacbhaI'.J:ll!lYOes cerevisiae D-3ll-3(A) ro+ y su mutante ro 

Para ambas cepas de levaduras el estudio se extendi6 

al efecto de la nitro:f'u.rantoina en la actividad de la glutati6n 

re duo tasa. 

Tanto la~ K-16 como la s.cerevisiae D-3ll-3(A)ro­

resultaron sensibles a concentraciones de nitrofurantoina que.-
-8 -3 

oscilaron entre 10 M a 10 M; el criterio empleado :fué de s~ 

brevivencia en presencia de la droga. 

En otro tipo de experimentos la nitro:f'urantoina emple~ 
-3 da a una conoent~ación de 10 M alarg6 la fase de latencia al 

medir el crecimiento en las'dos cepas de S.cerevlsiae usadas en 

este trabajo; el efecto f'ué mayor en la mutante ro-

La cepa ro+ de levadura resut6 ser más impe:nlleable a 

la i.netraci6n de la nitrof'urantoina en oomparaci6n con la ro­

y la E.coli K-l6. 

La. penetración del derivado de nitro:furano se exp1ox•ó 

a la máxima absorbanc:ia (385 n m) que se obtuvo experi.mentalme,!!; 

te en nuestras condiciones de trabajo. 

La actividad de la glutat:l:6n reduotasa se ensayó en­

extraotos de las dos cepa.e de levadura las que se crecieron en 

ausencia o en presencia de nitrof'urantoina·a una oonoentraoión 

de 10 - 3 M" La actividad f'u.6 menor en la mutante ro- en oompa­

raoión oon la ro+ y el efecto inhibitorio de la nitroi'urantoi 

.na fué de mayor magnitud también la mutante. ro-
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La mayor aensibi1idad a 1a nitrof'urantoina se exp1ioa 

en base a 1a mayor.permeabiJ.idad de 1a misma y se sugiere que 

1a sensibi1idad dependa de J.a inhibioi6n que produce J.a droga 

en J.a aotividad de 1a gl.utati6n reduotasa. 
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