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INTRODUCCTORN

T.= Aspectos quimicos de los Nitrofuranos.

Desde haoce algin tiempo se han venido usando coi:
éxito, los derivmdos del 5 nitrofuranc (5-F) coms agembe:
becteriostdticos. Xos primeros reportes de este emples dg
tan de 19443 Dodd y Stillman (1), encontraron que log dari
vados del 5-NF son drogas bacteriostéticas uno 6 dos Srde-~
nes de magnitud més ectivas que los furfurales no nitrados.

También en 1944, durante la II Guerrs Mundial (Nor
mand{a), Darn y Moller (2) y por otro lado Sander (3) anun
ciaron el empleo del nitrofurfural como agente valioso en
el tratamiento de las infecciones debidas a bacterias.
Dosde entonces muchos otros derlvados de los 5-NF han sido
empleados como agentes terapéuticos.

En la actuslidad la Organizacidh Mundial de la Sa
. lud, tieme incluide en su lista 19 sudbstencies, de las cusg
les s81c sc recomiendan 8; aunaue. sus nombres cortos pro--
pnestés novestén legalmente protegidos. Para desilignar es-—
tos compuestos se omplean los siguientes prefijos: Fur, -
Furani, Nifur y Nitrofur.

Todos estos compuestos comtienen el residuo nitro
furano y se les designa como 5~-NTF.

Muira y Reckendorf (4) 1os‘clasi£icaron en cuatro
tipos de acuerdo a su estructura:

1 Ozometina: Incluye & les 5 nitrofurfural semicar-—
bazona (nitrofural); tales como el 1-5 nitro-2-
furfuril de amino imidazolidiona-{nitrofurantoina)

2 Compuestos con Di-nitrofurfural.



Compuestos Vinilo.
Compuestos S—nitrofuril-heterociclicos.
A continumeidn ge dan las estructuras de cada uno

de los cuatro tipos en general.
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Ia nomenclatura de estos compucstors se complicz
oon 6l empleo de diferentes nombres comercisles para uwua

migma preparacién,

.

Por ejemplo: para el nitrofurfurel ae designa coe-
mo nifusina, furasina, nitrofurazona, nitrofuranieine, nl-
Furaniina, furadontine, eto.

2o~ Bl nitrofurano gomo bacteriostitico y bactaricida,

LY cfcete 42 los B derivados del 5-NF sobre sl cre

cimienlto bacteriano ha sido vprobado ampliasmente poxr Dodd

(5) quien fuéd el primero en probar gque los Turfurales ni--
trados en le posicibn 5 son dos veces mis efectives que -
los derivados no nitrados, mientras gue los furfureles con
grupo nitre enm posicibén 3 4 4 no son efectivos (6). Si se
reemplaza el anillo furanc por un fenol 6 tiofeno, los com-
puestos resultantes som menos efectivos © no tienmen efecto.

Cramer ¥y Dodd (7) encontraron gque el nitrofurfural
aotiia soclamcente durante la interfase del ciclo de vida bac-—
teriano.

Sohoog (8) encontrd que en E.coll y en una cepa de
estafilococo 1le nitrofurantoina a altas concentraciones -
prolonga la interfase; mientres que a menores concentracio-
nes afecta la fase de divisién. Por lo cual a bajas concen
traciones actia como bacteriostdiico; y a altas concentra -
ciones actiia como bactericida.

Acorde al efecto bactericide O'Connor wt al (9) re

portaron que derivados nuevos del S-nitrcfurfural producen ro
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tursz de la pared celular y salida del citoplasma,

Ierian V. y Popoola B. (10) encontraron gue detexr
minzdas conceniracioncs de nitrefurantoina causan cambiocs
morfoldglcos en 1oz bacilos Gram negativos !E.col:}_}_ 1-3.
Dicha clesificaciédn de las cepas anteriores corresponde al
Cetdloge de la Nowwich Pharmaocel, Oo.

Y tembidn encontraron las concentraclones inhibi-
borias ninimas, daichios combics ongacinnes ¥
formocidn de muchos glébulos en los bacilos.

A continuscidn se dan las concentraciones inhibi-

torles y bactericidas.

Organisma: Concentracidn mi Concentracidén mi Relacién
nima inhibitoria nima hdetericida CMI/CMB
AE/ml. ) ( ag/mi.
Eecoli 1 12,50 3.12 1/4
E.coli 2 6.25 1.5 1/4
E.coli 3 6.25 0.75 1/8
E.serogenes 25.00 6,25 L/4
Klebgiella 1 12,50 1.5 1/8
Klebsiella 2 6.25 0.75 1/8
Salmonella 25.00 6,25 1/4
Tupo D.

El efecto de los derivados del 5-NF sobre el meta-
bolismo general de la célula, asi{ como en particular sobre-
algunas reacciones enzimiticas ha sido estudiado por diverm
sos autores.

‘ La nitrofurantoina inhibe alguncs de los sigulen--

tes pasos del clolo de Krebs (11) (Fig.Rum.l) Esquems del '
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ciclo de Krebs; en bacterias.

1) La Piruvato deshidrogenesa, gue cataliza la for~
macién de le Acetil-CoA neccesaria para le formacidn del ci
tratc.

2) La Citrato sintetaga, como resultzdo de 1z ishi-
blcidn en reacoién 1); 1a Pormacidn de citrateo m vartir de
la acetil-CoA ¥y oxalacetzto se inhibe por la falta de acebtil-
CoA, .
3) La Alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, que catalizs
la formacifn de succinato por descarboxilacién oxilativa =
del alfa»cetoglutaraté. »

4) Ia Malato deshildrogenesz, que cataliza la foxma -
cién de oxalacetuto a pariir de malaeto.

5) La Isocltrato deshidrogenasa, que cataliza la for-

macién de alfa-cetoglutarato a partir de dsocitrato.
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3.- Papel de la nitrofurantoine sobre la glutatiéﬁ
reductaaa.

Ademés del efecto inhibitorio sobre algunas reac-—
ciones parcilaleg del Ciclo de Xrebe, los derivedos del  —-

5-NF inhiben slgunas enzimes gue contiensn grupos SH scti-
vos. Asi Green et gl (12) encontraron un efecto inhibiteo
rio del nitrofural socbre le ureass cristalina la cual fud
inhibide 50 % después de 30 minutos; la adicién de la cig
teipa reactiva parcialmente & la ureasa,

De especial interés paras este trabajo es el papel
inhibitorio de los nitxrofurancs sobre la glutatigh reducig
sa o GS3G reductasa, Dicha inhibicidn la revissremos en

detalie, en primer lugar diremos slgunes palabras sobre la
enzima, sus caracteristicas y ciertos detalles sobre la -
rezccidn que cataliza; después anotareﬁos el papel del glu
tatidﬁ en la fisiologfa celular y fundamentalmente la ac-—--
cién de los nitrofuranos sobre le glutatidn reductasa y -

las consecuencias que se observan sl lleverse a cabo tal -~

inhibicién.

4o— Localizacibln y propiedades de la glutation reduc—
tassa.

Esta enzima reductora de disulfuros; ha sido pre-
viamente purificada en levaduras (13}, como una flovopro—-
tefna dependiente de NADPH en presencia del cuel se encuen
tra completamente reducida.

_El NADP' formado; se combina con la enzima dande

un complejo de transferencia de carga en el FADH de la en-



zime y el NADP'

Su mecanismo de reaccibn es tipico; ya que &l intex
acoionar con una moldcula de substrato, se modifica antes de
reaccionar con una segunda molécula de substrato; que la ——

transformard a su forma original.

Sus caracteristices:

1.~ P.M. 115,000

2o~ Km. GSSG5.5x107° 1

3 Em. NWADFE 3,8x10~° y

40— pH &ptimo 7.1

5. P.I. 5.9

6a— Coefiociente de extensidn moleoular a 280 nm=15.4

Se forme por dos cadenas polipeptldicas iguales li-
gadas por puentes monovalentes. Bl grupo prostéticoFAD se -
separa Por diflisis o electroforésis lo que indioca una unién
no covalente con la cisteinsg.

Ta molécula native posee por cade FAD un sélo SH,
que expueatc vor WADPH es amctive.

En 1la fig.bé se presenta un esquema del mecanismo
de accibén de la glutatidﬁ reductasa propuesto por Massey (14)

en levadurf.



Figura Ndm. 2
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‘Se ha demostrado la presencia de la enzima en la -
mayoris de ios tejidos de los mamfiferos, catalizando la mis
ma reaccidn gue se ha esquematizado en la fig. 2
De particular interés esg su papel en el fundiono--
miento del eritroclito.

Sem Papel fisioldgico del glutetion.

Bl glufetidn (GSH) (15), se encuentrea en becterias,
plantas ¥y en tejidos animales; como componente caracteristi

co do todas las células vivas, detectfndose en una concen-

tracién de 100 a 200 mg/l00 grs. de tejldo; en forma de GSH

la oual es Interconvertlible con la forma oxidada (GSSG):
2GSH—-PESSG+20™ = 2HT

Es esencial para proteger los grupos tioles en las
proteinas.

En algunas células protege contra la accidn téxieca

de metales, Ho02 (a través de la accidén de la GSSG peroxi-

dasa) y otras substencias extrafias (15).
El @SH ayuda a mantener la integridad de los eritro
citos, pero si se moumula GSSG, &stos se hemolizan (16).
TPanbién el GSH interviene como substrato o coenzima
de algunas enzimas las ocuales al no haber el GSH disminuyen
o plerden su actividad, ya que dilcheo substrato se encuentra-
en forma oxidada ( 6S8SSG). .
Citaremos algunas enzimas que u#ilizan glutatiéh,'—
su fuente de obtencidén y la reaoci&n catalizada,
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GSH peroxidasa eritrocitos exidacién del GSH por
H202
GSH tramshidro higado y xi reduce S-3 por GSH o
genagesn fién de rate insulina, homocintina
¥y buey ¥y CoXSSG

v - E1 GSH también coupa un papel muy importante en ai
_gunos procesos orginiocos de desintoxicacidny donde ol GSH -
se conjuga ¢on el compuesto extrailo y dicho complejo es el
primer paso.en la sintesis de fcidos mercaptiricos (15), -
que es la manera como el organisme elimina dichos compuss—~

tos extrafics.
Mencilioneremos algunas de estas enzimas, su fuenbe-

de obtencifn y la reacceidn catalizades

GSH~G-aril ‘higado de muchas reemplaza grupos ni-
" trensferasa aespeciles tro y aril halégenos
por GSH.
GSH-S~epoxi rifibn e higado - reemplaza algunocs al
transferasa de algunas espe-— gquil helégencs y Do~
) " oien sibles grupos nitro
' ' por GSH
GSHeS~- aral en higado y ri--  Treemplazamiento de -
quil trans— #én de rata. grupos lébiles aral-~
ferase quil halégenos y po~
Co aibles &steres por
GSH

Si el GSH se encuentra en forme oxbdada fallen o —
se bloquean estos mecanismos de reaccidn.
La nitrofurantoina induce la hem&lisis dintravascu

lar en individuos sensibles a la primajuii:; y 81 son incu
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bedos sus eritrocitos con nitrofurantolna, baja marcadamen-
te le concentracién del glutatidn reducido (GSH).

Ademéa dichoe individuos son deficientes en enzima
glucosa 6-fosfato (G6-P) deshidrogenasa ( E 1 ); le que su
glere un efacto sobre esta enzima y la gluteiibn reductasa
(E 2)

+ E
1.~ G6-F + NADP ——3 G-P gluconolectona + NADPH
2. GISG + FADPE oo s poam + wapp'

ADEE —> 2GSE + RADF

Lea nitrofurantoine aotivadas clfnicamente en el
plasma; afectan la GSSG reductasa de los eritrocitos, pé}o
no a le G-6P deshidrogenasge.

La inhibieildn de la GSSG reductasé se observa en
las resccicnes aooplééas l.- ¥ 2.- también si agregamos &-P
gluconolactona substituyéndola per la Glucosa 6-FP ocomo dona
dor de electrones; lo cual demuestra que la inhibiocién por #1
trofurantoina solo ocurre en la GSSG reductasa oxidada como -
se observa por la reduccldn ds la nitrofurantcinz; 1z cusl -
se acompafiea por la pérdida de la sbsorcidén m&xima de diche -
oompuesto (17).

En hemclizados de rata se observé que la nitrofuran
toina inhibe la utilizaocidén de NADPH y 1g' formacidn de GSH;
comprobéndose que la estequeometria de la reaccién es - - -
NADFPH:GSH.

Io que¢ confirma de una mansra directe y de manera ex
clusiva la inhibicién de la GSSG reductasa por la nitrofuran-
toina.

Dicha inhibleidn es proporcional s la concentracién

Jde nitrofuranioina, en relacién ¢ la GSSG reductasa -~ - - -



-1 -

oxidada.

También se encuentra inhibicidén en hemolizados de
eritrocitos de ratones, conejos, perros, pollos, cuyos y =-
monos.

En rate ademds se inhibid la enzima en los siguien
tes tejidos (17).

En tejido sanguineo, higado, rifién, corazén, cere
bro, pulmén, testiculo y misculo esquelético. En dichos te
Jjidos la concentracidn inhibitoria de nitrofurantoina fué -
de 10~ 5M (2.5 mg./Lt.) (17).

La inhibicién en eritrocitos es reversible por did
ligis, 1o que prmeba que no se enlaza firmemente a la enzi-
ma.

Bugafd, Kopko y Paul (18), probaron la inhibicién
de varios derivados del 5-NF sobre la GS3G reductasa purifi
cadas de E.coll e hfigndo; encontrando diferente seneibhilidad
de las dos preparaoiones enzimdticas frente a los diferen-~
tes-derivados probados. Asi como otros compuestos nitro ¥y
concluyeron que la sensibilidad al inhibidor estd en rela--~
cién directa con la labilidad del grupo nitro. Ademé&s su-—--—
girieron la posibilidad de que el efecto bacteriostdtico de
estos compuestos sea debida a la inhibicidn de la GSSG reduc
tasa; 1lo que provocaria una acumulacién de GSSG en la célu
la tal como sucedid en la hemdlisis de los eritrocitos de -
individuos sensibles a la primaguina.

En resumen, los datos aportados por la bibligrafia

muestran gue el efecto de los derivados del 5-NF sobre ol -
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erecimiento y divisién celular depende tanto del nitrofuranc
especifico ensayado como de la especie utilizada. Asimismo

la resistencia o sensibilidad a estos bacteriostdticos (hao-
%tericidas en algunos casos) no tiene una causa comin en las

diferentes especies y el ¥nico caso claro es el que de algu-
nas cepas de E.coll: gque muestran sensibilidad al antibidti-
co cuando son capaces de matabolizarle (reducirlo) y son re-
sistentes cuando son dificientes en el sistema enzimédtico og
ras de transformar estos compuestos gue resultan aparentemen
te fateles para las cepas sensibles (19).

Le otra altermative gue es el hecho de que inhiben
un gran mimero de reacciones del Cilclo de Krebsvy a la GSSG
reductasa; pudisndo de este manera causar graves trastornos
#1 motrboliemo general de la c#lula, dejande una gran interre
gante planteada, que es el hecho de que afeotando vias meta-~
bélices y reacciones enzimdticas comunes a todas las océlulas
azrébicas no presentan'el mismo efecto nocivo sobre las di--
ferentes especles sometidas a prueba. A pesar de que el ==

efecto inhibitorlioc es demosirable in vitro como un Tenbmeno

comin, con ligeras variaciones en el procentaje de inhibi--~
- cibn como es el caso de la GSSG reductasa y algunas enzimas
flavinicas.

En este trabajo se utiliza la mutante denominada -
o cuyc origen se reporte desde 1953 por Ephrusi y Slonimski
reportaron una cepa de S. cerovisime deficiente-en la respi-
racifn. Por lo cual la llamaron ro a diche mutante tam--—

bién Jlemada "Petlt", le sl ten muchag enzimos resplrato w-
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rias as{ como la habilidad de fermentar substratos como el
lactato y el glicerol. ‘

Es esponténea, presenidndose con un alta freouen—
ocia aproximadamente del 1 % por generacién. Dicha mutante
se dé por un factor citopldsmico (ro™) debldo 2 su INA mito

. oondrial; lo que nos dé un fenotipo "Petit ro~ ©.

Es deficiente en la respiracién ya que le feltan-
los clitocromos & y b y s88§1lo tiene el ocitrocromo c. Por lo
tanto orece a expensas de glucdélislim anserdbice; ya que tan
to el Ciclo de Krebe y la oadena respiratoria no le funcio-
nan., Dicha mutaclédn es irreversible( Sherman y Slonimski - -
1964 ) (20).-

IX.- OBJETIVO.

El objetivo de la presente Tésis es el contribuir
al esclareoimiento de la relaocibn que exlste entre la resis
tencia y sensibilidad a los derivados del 5-NF registrando-
eventos fisiolégicos generales; tales como sobrevivencls =a
la droga de bacterias y levaduras, efscto de la misma sobre

el orecimiento de levaduras asi como su permeabilidad del:las

membranas celulares en S. gcerevisiae y en E.coli y ¥ BU -

efecto sobre la actividad de glutatidn reductasa en - -~ ——
S. cerevisiae.
IXXe~- MATERIAT Y METODOS.
1.~ Material.

Para la elaboracién del presente trabajo se utilizae
ron las sigulentes esapecles:

Baocillus cereus. cepa: C:ii. Ste.
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Escherichia coli ocepa: K-16
Candida utilis cepa: CU-L
SBaschereomynen. csravimiao cepa: D-311-3 (A) roty ro—

Reactivos de Sigme Chemig&l Co.:

NADPH, GSH, GSSG, Nitrofurantoins, Albimina. de bovino, Folin
Cicltesun, Trisma base, EDTA.

Difco Laboratories:

Bacto Peptona, Bacto Agar, Agar FNutriente, Yeast ertraét glu~
cosa anhidra.

Cajes Petri estériles de 10 x 1 cms. de la Casa Dade de Mé-
xico. '

Los demfs reactivos de uso corriente de laboratorio
fueron de Merck de México.

Las medides colorimétricas y espectofotométricas; sme
ree.lizaroh en un fotocolorimetro Klett-Summerson y especirofe
témetro Zeiss podelo PQITI respectivamente.

Las centrifugroliones preparativas se realizaron en. '
-una centrifuga Sorval modelo RC2-B y para voldmenes muy peque
fios se ubilizé una microfuge modelo 152 Miorofugue de Beckman,

El material de oristaleria fué de la Casa Pyrex.

METODOS.

.

1.~ Cepas ¥y condiciones de cultivo.

Con objeto de aislar mutantes esponténeas, tanto re-
" pistentes como sensibles a la nitrofurantoina, se hiclieron -
las cu'i-fras de mobrevivencia a dicho nitrofurano, fueron usa-
das las especiles de microorganismos mepoionadas ante'riomento.
Para esto se elaboraron medios sédlidos de ocultivos (‘on placas)

con concentraclones orecientes de mnitrofurantoina y como con-
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trol el medio de ocultivo sin nitrofurantoina. Ias concentra-

olones osollaron entre 10 - MY 1078 M

Medio: Cepa:

Agar nutriente Bacillus cersus Cal.Ste. (21)
Agar nutriente E.coli K-16 (22)
YPD Candide utilis CU-1 (23)
Delkloet S.cerevisiae D~311-3(A) (24)
2¢ Alslemiento dg mutaentcso,

Las diluciones se hilcleron de la siguiente forma:

Del oultivo original de cada cepa se toma una azada
¥ se resuspende en 10 ml. de cloruro de sodio al 0.85 % _pre~
viamente esterilizado ( primera dilucién), de aqul se toma -
0.1 ml. y se mezcla con 10 ml. de cloruro de sodio (segunda —
dilucién), de esta dilucibén se toman 0.1 de ml. y se mezclan
con otros 10 ml. de cloruro de sodio (terocera dilucién).

Para inocular las placas se tom$ 0.1 ml. de la terce

ra ailweién lz sual szs ls

isnds homogensamenits a oada pla-
ca con un trifngulo de vidrio.

) Ias cajas se dejan incubar a unae temperatura oonstg_.g
- te de 30 grados centfgrados por 24 horas; despuds se realiza-
ron los conteos de colonias tomando como 100 % de sobreviven
cia el nfmero de colonias del medio de control ein nitrofuran
toina. Esto fud para todos los casos excepto para la = - - -~
S.gerevisine ro~ que se contd a las 48 horas despuds. de sem~
brar.

Con los resultados obtenidos se ela‘boraron les tablans

de porcentaje de sobrevivencia,
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3.~ Gurva de crecimiento.

Para tal propdsito se prepard medic liquido de
Dekloet (24°) con nitrofurantoinsa 10"3m ¥ 8in nitrofurantoi-

ns para cepas S.cerevisise To
Se esterilizd en el autoclave el medio de oumlitivo -
de cuatro matraces con aditamento especial (tubo adaptade pa

ra leer en el colorimetro)}. Se pusieron 50 ml. de medio a -

cada matraz de menera que guedaron distribufdos en le siguien
te forma:

. 2 matraces para S.cersvisise ro' wuno com 50 ml. de
medio libre de nitrofurantoins y el otrq con nitrofurantoina

10-315{ ¥ para S.cerevisise rao~ en la misma forma que el an

teriore.

Se inocul§ con 0.1 de ml. de la primera dllucidén pro
curando que la densidad 6ptica del.inbculo fuera de 0.8 a -
540 nm para cade uno dée los cuatro matraces.

Se dejan inoubar con aglitacién constante y & una tem
peratura de 30 grados ceniigrados consitontse fe.ﬁb:l.én. .

Se procedi$ a medir cade hora sn ol fotocolorimetro
“con filtro verde (aproiiméd&mente 2 540 n m) grafieéndose las
unidades Klett (U.K.) obtéx;idas direotamen:te en este aparato
ocontra tiempo. .

44= Espectro de absorbancia de la nitrofurantoina.

Se realizé el espectro de absorbancia de nitrofuran-
toina a una concentracidn de 10_4M Para tal objJjeto se emplea

ron dos muestras de 1 ml. cada vna, conteniendo buffer como -

blanco ¥y la otra conteniendo la nitrofurantcina.

Se leyd en el espeotro y se graficé absorbancia con-
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tra longltud de onda.

Se= : Experimentos de absorcidén de nitrofurantoina por las
levaduras S.cerevisiase D-311-3(A)rot ¥ ro™

8e prepard medio liquido de Dekloet libre de nitrofa
rantoina, se inocula por dilucién 0.1 ml. procurando que 1la
densidad &ptioa sea de 0.8 a 540 n m, se dejaron incubando en
agitacién y & temperatura constantes de 30 grados centigrados.

Ya que creeleron hasta final de la fase logaritmica,
se reocupera el pequete de oélulasm por centrifugacidén a 10,000
revoluclones por minuto durante 10 minutos ¥y se lavan tres ve
ces’ oon agus destllada, se centrifugan después de ocada lavado.

7 Una vez obtenidos los paquetes celulares se les deter
mina el peso himedo; para lo cual se resta el peso de los tu
bos, llevéndose a un volfimen final en relacibén 1:2 (peso hime
do:vollmen finel). Con un pequelio voldmen de agua destilada sge
resuspenden los paquetes celulares de cada cepa; ya resuspendi
dos cada_oepa me divide en 2 partes iguales y cada ygrte_ae -
trata por separado.

A uné'parte se le resuspende con buffer Tris~HOL O.1 M
sacarosa 0,25 M EDTA 1mM a pH 7.5 con objJeto de utilizarla
ccio blanco.

La ctra parte se resuspende con nitrofurantoina 10_5M

Cada parte resuspendida se aglta en el Vortex; dején-
dose incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Después se -
centrifugan a 8,000 revoluciones por mimuto durante 10 minutos
recuperéndose los sobrenadantes 2 los cuales se les mide la ab
gsorbancia a 385 nm en el espectro. Las muestras son de 1 ml.

utilizéndose comoc blanco el sobrenadante del paquete resuspendi
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do con buffer.

En los siguientes experimentos se emplearon volimenes

Pequefios para lo cual se utilizéd la microfuga, midiendose ab-
sorbancia 8 385 n m ..

El experimento anterior también se hizo con E.colil
K 16.
6, Semipurificacidén de la GSSG reductasa de S.cerevisiae

cepes o' y ro  crecidas en medio 1fguide de Dekloet
¥ Dekloet nitrofurantoina 10—3M

en cada cepsa.

Se sembraron 4 matraces de S.cerevigiae en 500 ml. de

medio de Dekloet, 2 de ellos a una concentracién de nitrofuran

toina 10—3M3 se inoculd con densidad éptica de 0.8 a 540 n m

¥y se dejaron crecer con agitacidn constante a 30 grados centi-

grados. Una vez crecidas las levaduras se colectan las cédlulas

por centrifugacién a 10,000 revoluciones por minuto durante 10

minutos, ¥y se lavan con buffer Tris-HC1 0.1 M,

sacarosa 0.25 M,
EDTA 1 =M e pH 7.5

Unse vez obtenidos los paguetes de células, se resus——
penden en un pequefio voldmen del buffer anterior.
Para romper las células, utilizamos el aparato Brown
6 ultravibrador, el cual emplea perlas de vidrio(0.5mm. de did
metro) y se enfria por medio de CO, Se les dieron de 30 a 60
segundos de vibracidn alternada; ya rotas se recupera el homogg
nado y se hace un frotis para

ver el rendimiento de la ruptu-
Tra.

Todos los pasos subsecuentes se realizan a cuatro gra

dos centigrados. ELl homcgenado se centrifuga = 10,000 RPM du-~

rante 10 minutos y se recupera el sobrenadante libre de células
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(extracto ecrudo); dicho extracto crudo se lleva a 40 % de
saturacién con sulfato de amonio 86lide y se deja agitando
por una hora.

El precipitado obtenido se centrifugs a 10,000 RFM

durante 10 minutos, recuperédndose el sobrenadante, el cual

se lleva de manera semejante a 65 % de saturacién con sul-

fato de amonio y se centrifuzz a 10,000 RPM durante 10 minu
tos.

Se recupera el gedimento en donde se encuenitra la

GSSG reductasa; el cual se resuspende en un pequefio voldimen

de buffer Tris-HCL 0.1 M, sacarosa 0.25 ¥, EDTA 1lmM apH 7.5

Con objeto de eliminar el exceso de sulfatoc de amonic se —-

dializa por 1 hore contra 1 litro del mismo buffer.

Te— Medicibn de la actividad de la glutatidn reductasa.

Ta actividad se mide por el cambio de absorbancia
a 340 nm de acuerdo con el médtodo basado en la disminucibdn

de DO debida a la oxidacid NADPH. Ia reaccidn se midid

en cubetas de cuarzo de 1 ml.; de la siguiente manera:

Se preparsn 2 cubetas conteniendo 0.900 ml. de buffer
Tris-HCL O.1 M sacarosa 0.25 M, EDTA 1 m M a pH 7.5 a con-
tinuacién se agregan 100_aml. de muestra (enzima) y 20 nml. de
WADPH disueltc en NaHCO3 =al 1 %; se mezclan los reactivos en
en cada una de las cubetas y con una de ellas gque nos sirve-
como blanco se asjusta al espectrofotbmetro.

A la otra cubeta se le afiaden 50_ml. de GSSG 2 una

concentracidén de 7.5 por 10“3M ¥ se va registrando el cam-

bio de densidad éptica 2 O,'l5, 30, 60, 90 y 120 segundos.

Para obtener la actividad se grafica 1la densidad -



- 20 -

éptica a cada tiempo de registro; con lo cusl obtenemos la -

delta de actividad., Y parza obtener 1la actividad especifica

se determina la cantidad de proteina de la muestira por el -

método de Iowry et al (25).

ILa actividad especifica queda definida en Unidades

Internacionales segin 1z Comisidn Intermaclénal de Enzimas -

(I,U.P.A.C.) Una unidad es igual a2l ndmerc de_ix Mclas de PrR

ducto formado / min./mg. de proteina.
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IVe- ‘RESULTADOS Y DISCUSION.

Sobrevivencia de las bacterias a la nitrofurantoina.

Como se aprecia de los datos de sobrevivencie obteni
dos de las dos especlies de bacterias empleadas en este traba

jo, {tablas 1 y 2), la désis letal de nitrofurantoina en me—-—

Sm sin haber sido -

dio sélido, se encuentre alrededor de 10
posible ailglar un mutante esponténeo resistente & la droga; no
obstante que se sembraron concentraciones de célulss que osci
laban entre 3.1 = lO2 h'g 6.3x10é Las células se incubaron in
clusive hasta por perfodos de 72 horas sin mostrar creciplen—
to alguno. Estos datos concuerdan con lo reportado en la lite
ratura, que muestran un alta sensibilided de diferentes espe——
cies bacterianas o los derivmdos de 5-NF; con una dbsis letal
" que oscila alrededor de 1Of5m (26).

E1 efecto vacteriostiftico de 1la droga se muestra cla—
ramente a concentraciones menores a 10"5M pues el tamafio de
lzaes colonias es considerablemente menor que el alcanzado por
las colomiss control crecidas en medio libre de nitrofurantoi
na. (tables 1L y 2). '



Toblo N= 1
Medio
AGAR nutrieqfe
Nitrofurentcina
Nitrofurontoing
Nitrofurantoina
' Nitrofurantoina
Nitrofurantoino

Nitrofurantoina

Sobrevivencla de
nutriente - Nitrofuranfolna 24 hrs. de crecimiento (placas)

[Nitroturantoind}
Molar

0.0

107%™

10°"™

1073 m

107%Mm

1073m

Bacillug cereus (Col.Ste.) en medio de AGAR

Celulas
Sembradas

317

a7

317

634

634

63 400

6 340000

Colonias
contedas

317

185

141

210

150

°%o Sobrevivencia

100

58.3

44.4

33.0

236



Tabla N2 2

Medio

AGAR nutriente

Niirofuranfoing

Nitrofurantoina

Nitrofurantoina

Nitrofurantoina

Nitrofurantoina

Nitrofurontoino

Sobrevivencio de Escherichia- coli K-16 en medio de AG AR
nutriente — Nitrofurantoina 24 hrs. de crecimiento (placas)

Eﬂtrofuronfeina Celulas Colonias % Sobrevivencia

Molar Sembraodas contf:ldus

0.0 . 541 541 100
to°m 54t 367 67
10'm 541 - 301 55.6

' 0-°m 541 280 51.5
10°3M 541 200 36.9

1 0"4M sS4t '- o o
107%M 541 o o o
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Sobrevivencia de las levaduras a la nitrofurantoine.

A diferencia de lo que sucede en el ocaso de

E.coll

K-16 ¥y B.ocereus Cal. Ste.; las levaduras Candide utilis

- ¥ Saccharomyces cerevisiae D-311-3(A) rot fueron resistentes =

ia nitrofurantoins a concentraciones tal altas como 5 x 10'2m
(no se probaron concentraciones mayorest ya que la droge pre-
cipita en el medio) sin mostrar slteracién slguna; tanto en el
niimero, como tamafio y apariencia de las colonias (teblas 3 v 4)
La cepa de S.cerevisiaes (ro™) es una muwianie obienida
a partir de la cepa D-311-3(A) ro* 6 silvestre. '
La diferencia entre ls ro’ y.ro‘ es la susencla de mil

tocondrias funcionales en 1ls ro  por lo tanto dlohe mutante -—

crece s8lo a expensas de glucllisis anaerdbica. pars obltener -~
‘su energias necesaris, ya gque tantc el Ciclo de Krebs asf como
la fosforilacién oxidativa no le funcionan (20)

‘ El empleo de este mutante en nuestros experimentos -
resulteba de particular interés debido a que en susencie &el
Ciclo de Krebs y de la cadene resplratoria tuncionules &8 Tu-
do ensayar la droga ein un metabolismo serdbico y dependiente
totalmente de la glucédlisis anserbbica.



Tabla N2 3

Medio

De Kloet

De Kioet

De Kloet

De Kloet

De Kloet

Nitrof.

Nitrof.

Nitrof.

Nitrof.

Nitrof.

Sobrevivencia de Candida ulilis CU-{ en medio Y PD Dekioet
Nitrofurantoina 24 hrs. de crecimiento

[Nitrofurantoing]

Molar

0.0

1 05 M™

1 0%\

1073m

5x10°2M

Celulas
Sembradas

S00

S00

500 -

$S00

500

(placas)

Colonias
contadas

SO0

490

498

480

480

% Sobrevivencia

100

o8

100

296

97



Tobla N2 4 Sobrevivencia de Saccharomyces cerevislae cepa: D— 3n-3a)y~t

en medio Dekloet-Nitrofurantoina 24 hrs. de crecimiento (placas) .

Medio [Nitrofurantoina] Celulas

Cqlonias % Sobrevivencia
Molar Sembradas contadas
De Kloet Nitrof. B 0.0 176 176 oo
De Kloet Nitrof. 1076 M R 177 100
De Kioet Nitrof. 1 0 5m. 176 162 92
De Kloet Nitrof. 1074 176 160 .90
De Kloet Nitrof. 1073m 176 100 60
De Kioet Nitrof. Sx 10 M 176 20 9
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Es 'ha;ja la ao‘brevivenoia de la cepa de S.cerevisias
D—311-3(A) ro  frente a concentraciones orecientes de nitro—
-6 -
furantoine (10 x -~ 10 3!! ).

ILa ceva rot mostré sobrevivenoia de 60 % en medio
861lido oon mitrofurantoina a una concentracién de 10-355 en

estas condliciones las colonias sobrevivientes presentaban un
tamafio y apariencia normal comparaeble a las colonias oredidas
en el medio control 1libre de nitrofurantoina. En éambio la
cepa o~ muestra una sensibilidad comparable a la de las bac
terie.é ensayadas, encontrdndose que la désis que cambia la -~ .

inhibieclén corona &l 100 % de crecimiento, -oscila entre - -
1079 ¥ 1074,

Pero & diferenclia de las bacterias, es posible ohsez

b var, despuéds de 60 horas de orecimiento, l'a. aparicién de al

R gunes colonias con un tamafio menor &l de las colonias que oxre
oleron en medio control. Por lo anterior decidimos hacer una
ourva de crecimiento de las dos cepas de S.cerevisime en medio
de Dekloet 1fquido; midiendo la densidad Sptica a 540 n m en
contra del tiempo. p ] )

Come se observa en le fig. 3 la nitrofurantoina no
muestra efecto considerable sobre la velocidad de creclmiento
de l= cep2 rot monstréndose tanto la velocidad como el yer-
£il de la curva con las caracteristicas de control orecldo en
medio lib.re de nitroforantoina.

Por otro lado, el crecimiento de la cepa ro~ que nor
malmente es méAs lento respecto al de le silvestre ro? en pre
sencia de la nitrofurantcina es aln més lento momtrando un con

slderable retraso de aprc. ‘madamente 10 a 11 horas con respezto
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al. control crecido en medio libre de nitrofurantoina.

Resulta interesante resaltar el hecho de que en la
curva de crecimiento de la mutante ro~ crecida en Dekloet -
con nitrofurantoina 10—314 Presenta une pendiente menor en
la etapa logaritmica; ademds el periodo de iniciacién de 1la
fase logarfitmica de crecimiento tlene un retraso considexa
ble con respecto al observado para la misma cepa crecida en
medio libre de nitrofurantoina; lo cual sugiere le posi‘bil_j._
dad de alain ajuste metabdlico en ias células nesssaric perz
iniciar el crecimiento logaritmico.

Agnis (27) encontré que cuando le bacteria es some
tida in vitro & condiciones aerébicas se incrementa la re~
sistencla a la nitrofurantoina. Es conveniente relacionarlo
con la mayor snséeptibilid&d e la nitrofurantoina observada
para la mutante o~ empleada en el presente trabajo y que
como se dijo obtiene la energia para sus funciones a expen—

ses de glucllisis anaerébica.



Tabla N2 5 Sobrevivencia de Soccharomyces cerevisiae cepa: D— 311-3(A) ©~

en medio Dekloet-Nitrofurantoina48 hrs, de crecimiento ( placas).

Medio Eli?rofurontoino] Celulas Colonias

% Sobrevivencia
Molar Sembradas contadas
De Kioet Nitrof. 0.0 200 200 100
De Kloet Nitrof. 1 0°%M 200 180 90
De Kioet Nitrof. 1 075m 200 140 70
De Kioet Nitrof. 1 0™ %M 200 o o
De Kloet Nitrof. 10%3m 200 o o



Fig. N2 3 CURVA de cresimiento de Saccharomyces cerevisice

cepos: D-311-3(A) ~9+ Y ——~O —en medio de Dekioe! con
y sin Nitrofurantoina 10™3>M

420 |—
390 —
360 -
330 p—

e <+

; -3
300 — o 0 o —o +Nitrof. 103M

270 |— o oo~~~
240 [— A B B —O 7 Nitrot. 1073M

150 p—

90 —
60 [~

30 —

) hrs. crec.
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e~ Permeabilidad de las membranas celulares g la nitro
furantoinag.

En el ocaso de las cepas bacterianas; se argumenta que
la resistendla se debe & una disminucién de le permesbilidad !
de la pared cslular, o a una sengibilidad reducida al nitrofu-

rano de clertas enzimas bejo condiciones aerfbicas (27). Deeci

. dimos pbner a pruebe esta hipdtesis en el caso de S.cerevisias

rot ¥ rq- Diseflames uyn experimento que nos permitiera cono-—-

‘ver si la nitrofurantoina era removide del medio ocuando se in

pu.baba por perfodos cortos con paquetes de edlulas frescos de

aembas cepes, que habian sido credidas hasta el final de la fa
86 logax‘i-tm_'ic_a..an ;ixedio dé Dekloej:. En es,toshexperimentos se
utilizaron: patiuetea de céiulas de E.coli K-16 como control; 88
biendo que esta cepa es sensible y & la vez permesble & la ni-
trofgrantoine_.; Despuds de preparar las células en la forma -
déacrita en métodos; se inoubaron en presencia de nitrofursn-
toine 10—41“ cuyo espectro'de absorclén previamente se determi
né. (Fig.4.)

Como se observa de la table nimero 6, la nitrofuranioi
na 'ﬁs.‘zl'jgmovida. del medio tanto por la E.coli como por la cepa
ro- mientras que la rot deja la nitrofurantoina en el medio.
Este resultado demuestra que la ro* es impermeable al antibid-
tico, mientrax que penetra fdoilmente en la cepa ro~ Dicha per
meabilidaed podrie deberse a una mutacién en la membrana cito -
plésmica asociada a le mutacién mitocondrial, que se ha des—-—
erito para esta : . - . cepa o simplemente es consecuencia del

crecimiento anserdbico obligado por la mutc te mitocondrial.
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L9+

1.8,

L7
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1.5

L4

1.O|
0.9
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0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

Fig. N2 4

Espectro de absorcich de la Nitrofurantoina EO"‘M] muestra { ml.
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Abs. mdx=385nm N\

350

385

nm



Toblo N2 6

Preparacion

P. hum.
(grs.cels.)

Pt 4.2

4.9

5.3

s.2

Escoll K16 4.5

Permeabilidod de Sacchoromyces ceravisige D-31-3 (a)~t -2 a la Nitroturantoina
Los poquetes celularez se incuboron 1O min.o temperatura amblente .

Abs c Abs o % Recuperacion
385mm. 385mm.
0.45 0.45 1 00

Q.90 0.90 t00 i
.95 095 100
0.45 % » 020  aa
0.98 o.28 26 ,
095 0.17s 18
0.97 022 23

% Concentraclon de Nitrofurontoing S x10”M; puro los demas casos es 10°M
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4o— Actividad de la glutation reductasa en presencia de
nitrofurantoina.

Dentro de las actividades enzimdticas que se han es
tablecido que son inhibidas por nitrofursntoina in-vitro es
cogimos a la GSSG reductasa para. determinar el .efecto sobre -
los niveles do; esta actividad, en la cepa rot ¥y ro cuando -
son crecidas en ausencia y presencia de dicho antibibdticoe. A
una conocentracién de 10-3m Bl mbétodo utilizado en la prepa-
racién de los extractos y ensayo de la actividad de la GSSG -
r.eductasa_se describieron en métodos. C:omo se apreocia de 19;
tabla nimero 7 los niveles de actividad dé la GSSG reductasa
son mayores en la cepa silvestré) ro+ ore-oida en medio de De-
'k_loet libre xie nitrofurantoina que en la cepa ro . credida ba
Jo las mismas condiciones. Aparentemente el metabolisn:lp anas
rébico "per se" influye en los niveles de GSSG reductés;f -
as{ vemos que la cepa ro ¥y sin nitrofurantoine tiene la mitad.
de la actividad que su correspondiente control :ro+ Como se di
jo-en la introduccién la diferencis fundamentel entre estas o8
yas es qﬁe la ro— carece de mitocondrias y por lo tanto obti:gl
ne la energia para sus funciones a partir de la glucdlisis

anserébica, ,

Al ester viviendo una célula con ausencia de mitocon
drias pero con una glucélisis anaserbbica muy activa su pofep.—-—
cial redox se modifica ya que los piridin nucluedtidos reduci-
dos que. se producen en las primeras etapas de la giuq6lisis -
anaerébica, son reutilizados necesariamente en la {ltima reac-

cién de la mencionada glucSlisis.



L %

Esto traze como consecuencia una deficiencia relativa
de squivalentes reductores de la cepa ro . Una hipétesis de
'trabajo que se puede considerar para explicar la menor acti-
vidad de glutetién reductass en la mutante ro- es precisamen

te tomando en consideracién su deficilencis de equivalentes xe
gﬁétdres que en forma de WADPH y de GSH aparecen en ambos la-~
doe de la ecumecidn catalizada por la glutatidn reductasa:
: GSSG + NADPH —_, GSH + NADP
Eventualmente la falts ds equiialentes reductores po
dria llever a una menor actividad de la engima.
o B Por otro lado los niveles de activided bajo. condicile
“nes de crecimiento con nitrofuréntoinavson menores en ambos ca
édé,' que los encontrados en los controles orecidos en medio de
Dekloet 1libre de nitrofurantoina. Dicho en otra forma encon—-
tramos diferencis en loa niveles de actividad engimética aso——
oiada a le mutecién (expresién gendtica), ¥ una segundé dife——'
rencia debida al efectc de la nitrofurantoina sobre el creci--—
miento y metaboliemo general de ambas cepas.

‘De aocunerdo con lo que anotamos en la introduccidn de
esta Tésis, era factible preveer una posible’aeci6n inhibito~
ria de 1a nitrofurantoina en la actividad de la glutatién re-
ductasa. Como se observa en le tabla nimero 7 la inhibicibn
de la actividad de la enzima por la nitrofurantoina es mucho
méé marceda en la cepa ro  donde ge observa una inhibicién
del 60 5% en relacidn con su control que en la cepa rot en -

relacién tambifn con su respectivo control donde la inhibicidn
86lo es del 36 % Este resultadc uo tiene nada de sorprenden

te deapuds de la demostracién, que se hizo en esta tésis, deo
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una mayor permeabilidad de la cepa ro~

2 la nitrofurantoina
(tabla 6 ).

Por lo tanto une mayor concentracién de nitrofurantoi
na dentro de la célula ro , inhibe en mayor grado la actividad
de la glutatidn reductasa 1o que coineide? con lo que mencionamos
en la introduccién ya qﬁe gse ha demostrado (17) que la inhilbi-
cién de la actividad de esta enzima eas _proporoional a la con—-
centracién de. x'xitrofura.xitii':i.na. ‘Tambiéi estdn de acuerdo nues-
~ tros de.tos con la - demostrada u.ni6n de la nitro:mra.ntoina. con
ia glu‘t:a:!:i6n. reductasa (17), u.nién _gile como se dijo a.n-beriomen"

te es laxs debido & la reversibilided por la dié.lieis.



Tabla N2 7 Actividad especifléo de la Glutatioh Reductasa en cultivos de Saccharomyces cerivisiae

D-31i-3 (A) /°+7 ~o= crecidas cony sin Nitrofurantoina 10”3 M

Cepa Cultivo Glutation Red % de Inhibicidn °/ Actividad
Act.Esp.m UI *

D-3l-(a)~t * De Kloet 1o o o
D-31-(A)~+ De K. Nitrof. 70 R 38 ' 64
D-3—(Aa)~— De Kloet 50 ’ [o] V o
0-31—-(A) ™ De K. Nitrof. . 2()‘ . 66 40

% mUI=J L Molas de Glutacion reducido/Mmin/mg.de proteina.



ESTA TESIS e pEpp
SR BE LA BisuioiEen

Ve~ RESUMER

Se investigé la sensibilidad y permeabilidad a la ni

trofurantoina en una cepa de Escherichia coli K-16 y de ocepas

de Sacoharomyoss cerevigias D-311-3(A) rot ¥y su mutante ro

Para ambas cepas de levaduras el estudio se extendid

al efecto de la nitrofurantoinaz en la actividad de la glutatién

reduoctasa.

Tanto la E.coli K-16 como la S.cerevisiae D-311-3(A)ro—
resultaron sensibles a concentraciones de nitrofurantoina que. ~
oscilaron entre lo-am a 10- u3 €1 criterio empleado fué de so
brevivencia en presencia de la droga.

En otro tipo de experimentos la nitrofurantoina emplea

311[ alargs la fase de latencia al

medir el crecimiento en las’'dos cepas de S.cerev‘lsiaé usades en

da a una concentracidn de 10

este trabajo; el efecto fué mayor en la mutante ro

La cepa ro+ de levadura resutd ser més impermeable a

le penetracién de la mitrofurantoina en comparacién con la xo~
¥ 1la E.coli K-16.

La penetracién del derivado de nitrofurano se exploxré

a2 la m&xima absorbancia (385 m m) que se obtuvo experimentalimen

to en nuestrasg condiciones de trabajo.

La actividad de la glutatién reductasa se ensay§ en-
extractos de las dos cepas de levadura las que se crecieron en
ausencia o en presencia de nitrofurantoina a una concentracién
de 10—3M. Ia actividad fué menor en }a mutante ro~ en compa-
racién con la ro' ¥ el efecto inhibitorio de la nitrofurantoi

na fué de mayor magnitud también la mutante. ro”
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ILa mayor sensibilidad a la nitrofurantoina se explica
en base a la mayor.permeabilidad de la misma y se suglere que
la gensibilidad dependa de la inhibioidn gque produce la droga

en la actividad de la glutatidén reductasa.
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