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RESUMEN

En el presente trabajo se evallan 67 nuevos compuestos derivados de benzimidazoles,
hidrazidas, pirazol y piridazina, obtenidos mediante sintesis organica, para comprobar si alguno
tiene actividad antibi6tica efectiva contra Escherichia coli, o cual se determiné a partir de

antibiogramas mediante la técnica de difusion radial en disco.

Se utilizaron cultivos de Escherichia coli ATCC 8739 en placas de Mueller-Hinton, a partir de
resiembras en agar nutritivo del cultivo proporcionado por el Laboratorio 6 de Bioprospeccion
Microbiolégica de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan, UNAM.
Para la evaluacion de los compuestos organicos, fue necesario disolver cada uno en DMSO y
se impregnaron en discos estériles, asegurando una concentracién de 40 mg por disco; sin
embargo, algunos de los compuestos evaluados no pudieron disolverse a la misma
concentracion, por lo que fueron descartados en la experimentacion. Los resultados obtenidos
se compararon con los halos de inhibicibn obtenidos con antibidticos comerciales,
especialmente con Gentamicina y Trimetoprim-Sulfametoxazol, los cuales poseen una actividad
antibacteriana mediana y alta, respectivamente, frente a E. coli ATCC 8733. Se encontré que
de los 67 compuestos organicos, A7, C1 y C2, fueron los que presentaron el mejor efecto
antibacteriano frente a E. coli, es decir, su actividad es comparable con la de Trimetoprim-

Sulfametoxazol.

A pesar de haber trabajado todos los compuestos a una misma concentracién y no
experimentar con otras, se logré determinar cuales resultaban més efectivos como antibioticos;
partiendo de esto se analizaron las estructuras quimicas de los compuestos organicos para
proponer un mecanismo de accion, encontrando la posibilidad de que los tres compuestos de
mayor utilidad estan relacionados con la interrupcion de la sintesis de Vitamina B12, acido

félico o ambos metabolitos.




1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen un gran problema de salud publica en la mayoria de
los paises tanto desarrollados, como en desarrollo y son causa importante de morbimortalidad
en infantes e incluso adultos, especialmente por los altos costos que implica para los sistemas

de salud por su alta demanda de atenciones ambulatorias y hospitalizaciones.

Uno de los grupos mas importantes causantes de enfermedades infecciosas es el de las
bacterias. Las bacterias infecciosas se reproducen rapidamente dentro del cuerpo y muchas
producen sustancias quimicas llamadas toxinas, que pueden dafar los tejidos y asi agravar las

enfermedades.

Escherichia coli a pesar de ser considerada una bacteria de la microbiota normal del ser
humano, ha demostrado tener cepas causantes de enfermedades infecciosas, tal es el caso de
las diarreas agudas, infecciones de las vias urinarias, meningitis infecciosa, infecciones

pulmonares, entre otras.

El tratamiento de un gran namero de infecciones bacterianas radica en la administracién de
antimicrobianos, sin embargo la problematica por la aparicion de cepas multirresistentes a los
antibiéticos va en aumento, lo que dificulta a los sistemas de salud la atencién a los pacientes;
es por este motivo que surge la inquietud de, ademas de fomentar un uso adecuado de los
antibidticos existentes en la poblacion, buscar nuevas moléculas con propiedades

antimicrobianas, las cuales posiblemente sean efectivas contra cepas multirresistentes.




2. GENERALIDADES

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli, de la familia Enterobacteriaceae, pertenece a un grupo de bacterias presentes
en el intestino del ser humano y animales’, forma parte de la microbiota nativa intestinal y se
encuentra en calidad de saprobio sin causar dafio?. Sin embargo, hay algunas cepas de E. coli
productoras de toxinas, llamadas Verotoxinas o toxinas de tipo Shiga, que pueden causar
cuadros gastrointestinales graves en el ser humano®; las infecciones producidas por E. coli
pueden estar limitadas a mucosas o bien, diseminarse. Algunos de los sindromes clinicos que
pueden ser causados por cepas patogénicas son la infeccién de vias urinarias (IVU), sepsis,

meningitis y enfermedad diarreica®.

El genoma de esta bacteria consta de una sola cadena en espiral de ADN?, sin embargo, sélo
el 20% de éste, aproximadamente, es comun para todas las cepas de E. coli conocidas, lo que
hace que sea una bacteria con gran diversidad fenotipica y genética. A E. coli se le ha podido
subdividir en serotipos, que estan basados en los antigenos de superficie: antigeno O, un
lipopolisacaridos de membrana; antigeno H, flagelina y antigeno K, ademas de la presencia de

capsula, por ejemplo el 0157:H7 clasifica a la cepa mas virulenta®.
Las cepas de E. coli productoras de diarreas se clasifican en 6 categorias:

e E. coli enteropatégena (EPEC)

E. coli enterohemorragica o productora de toxina Shiga (EHEC O STEC, por sus siglas

en inglés)

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

E. coli enteroagregativa (EAEC)




e E. coli adherencia difusa (DAEC), la cual tiene sus variantes de adherencia localizada.
El serotipo O157:H7 es el prototipo de la categoria STEC al que se le atribuyen la mayoria de

los grandes brotes®.

Por otro lado existen también cepas no patégenas de E. coli, las cuales son de gran
importancia en la industria de la microbiologia e ingenieria biolégica moderna, debido a su facil
manipulacién para la produccion de proteinas recombinantes de uso humano mediante
biotecnologia®. Lo antes mencionado hace a E. coli una bacteria de gran importancia para el
ser humano, ya que puede ser tanto beneficiosa, como perjudicial y estudiarla nos da un

panorama mas amplio para entender cémo controlarla o utilizarla.

2.1.1 Caracteristicas morfoldgicas

Escherichia coli es una bacteria en forma de bacilo gram negativa, no es esporulada y es
anaerobia facultativa. Mide aproximadamente 2.0 micrometros (um) de longitud y su diametro
es 0.25-1.0 um (Figura 1). Estas cepas son moviles al tener flagelos, los cuales se encuentran
en una conformacion peritrica®. E. coli tiene la capacidad de formar fimbrias y pilis y muchas de

sus cepas producen una pequefia microcapsula, otras pocas elaboran macrocapsula®.
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Figura 1. Escherichia coli tefiida con la técnica de Gram y vista en el microscopio éptico con

aumento 100x. °




2.1.2 Caracteristicas bioquimicas

Los 37 °C son la temperatura Optima de crecimiento y multiplicacion para E. coli, aunque
existen muy pocas cepas de laboratorio que pueden crecer aln a temperaturas cercanas a los
49 °C. La multiplicacién puede ser impulsada por la utilizacion de una gran cantidad de
reacciones redox que implican la reduccién de sustratos como el oxigeno, fumarato, N-6xido de
trimetilamina y dimetilsulfoxido, ademas de oxidacion de sustancias como &cido férmico, acido
pirGvico, aminoacidos e hidrogeno®. Pueden crecer alin en medios con altas concentraciones
de sales, por ejemplo en presencia de NaCl al 6%, ya que son mas resistentes a estos
compuestos que otras bacterias’. En los diferentes medios en los que crecen mostraran
diferentes caracteristicas coloniales dependiendo de la composicion de estos; en la Figura 2 se

ejemplifican dos de los medios mas utilizados habitualmente.

Figura 2. Crecimiento de Escherichia coli. Agar Mac Conkey (izquierda, colonias rosadas y circulares

que indican lactosa positiva); Agar EMB (derecha, se observa su caracteristico tono verde metélico)s.

En el ciclo de vida de Escherichia coli, hay una division de una célula en dos células hijas. Este
proceso es conocido como fisién binaria. Bajo algunas circunstancias, si es que no se produce
mutacion, las células hijas son idénticas genéticamente a la célula madre y por lo tanto, hay

“duplicacion local” de la poblacién de E. coli °.




E. coli es versatil, esta adaptado a las caracteristicas del habitat y puede crecer en un medio
con glucosa como Unica fuente orgénica. Puede crecer en presencia o ausencia de O, y bajo
condiciones anaerdbicas puede proliferar por fermentacion, produciendo una mezcla de acidos
y gas como productos finales. Puede también crecer por medio de una respiracion anaerébica
ya que es capaz de utilizar NOz, NO, o fumarato como aceptores finales de electrones
mediante procesos respiratorios de transporte de electrones’. Esta bacteria tiene informacion
genética en los plasmidos que son responsables por la produccion de toxinas y la resistencia a
los antimicrobianos®. Las principales caracteristicas bioquimicas de esta bacteria se

ejemplifican en la Figura 3 y se encuentran resumidas en la Tabla 1.

Figura 3. Pruebas bioquimicas realizadas para Escherichia coli. A) Citrato negativo; B) TSI
acido/acido con gas, H,S negativo; C) LIA K/K, Lisina positiva; D) Urea negativa; E) Rojo de Metilo

positivo; F) Vogues Proskauer negativo; G) Malonato negativo, H) Indol positivo; 1) Motilidad positiva 8,




Tabla 1. Identificacion bioquimica de Escherichia coli °.

Prueba bioquimica

% positividad

Prueba bioquimica

% positividad

Prueba bioquimica

% positividad

Oxidasa
Produccion de indol

Rojo de metilo
Voges-Proskauer

Citrato de Simmons
H,S (TSI)
Hidrélisis de urea
Utilizacién de malonato
Acido de glucosa
Gas de glucosa

Fenilalanina desaminasa
Lisina descarboxilasa

Arginina dehidrolasa
Ornitina descarboxilasa

Movilidad a 36 °C

0
98
99

100

95

90

17
65
95

Hidrdlisis de gelatina 22 °C
Crecimiento en KCN
Fermentacion de lactosa

Fermentacion de la
sacarosa

Fermentacion de D-manitol
Fermentacion de D-sorbitol
Fermentacion de mucato
Fermentacion de salicina
Fermentacion de adonitol

Fermentacién de rafinosa

Fermentacion de inositol

Fermentacion de L-
arabinosa

Fermentacion de dulcitol

Fermentacién de L-ramnosa

Fermentaciéon de maltosa

0
3
95

50

98
94
95
40
5

50

1

99

60

95

Fermentacién de D-xilosa
Fermentacion de trealosa

Fermentacion de celobiosa
Fermentacion de eritritol

Hidrdlisis de la esculina
Fermentacién de melobiosa
Fermentacion de D-arabitol
Fermentacion de D-manosa

Fermentacion de glicerol

Nitrato a nitrito

Tartrato de Jordan
Utilizacion de Acetato

Lipasa (aceite de maiz)
Dnasa a 25 °C

ONPG

95
98
2

35

75

98

75

100

95

90

95



2.1.3 Infecciones entéricas causadas por Escherichia coli

Se han descrito 8 categorias distintas (patotipos o patovares), los cuales estan clasificados
dentro de E. coli diarreigénico (DEC) o E. coli extraintestinal (EXPEC). Dos patotipos son
extraintestinales, E. coli uropatogénico (UPEC) y E. coli de la meningitis neonatal (NMEC). Los
otros 6 patotipos corresponden a los DEC’, los cuales fueron mencionados anteriormente:
EPEC, STEC, EHEC, EIEC, EAEC y DAEC. La patogenia varia dependiendo del patotipo de E.
coli que esté causando la infeccion, a continuacién se describe brevemente lo que causa cada

uno.

2.1.3.1 Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

Se utiliza el término E. coli enteropatégena (EPEC) para designar a cepas de E. coli,
relacionadas epidemiolégicamente con la diarrea infantil y diferenciarlas de las cepas de E. coli
de la microbiota normal. En 1987, la Organizacion Mundial de la Salud defini6 como EPEC a
cepas de E. coli pertenecientes a 12 grupos con diferente antigeno somatico 0:026, 055, 086,
0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, O158. En la actualidad, el patotipo EPEC
se divide en EPEC tipico (Tepec) y EPEC atipico (Aepec). Esta clasificacién se basa en la
presencia del factor de virulencia EAF (del inglés, EPEC adherence factor) presente en Tepec y

ausente en Aepec’*°.

Epidemiologia. Estudios realizados en todo el mundo han demostrado que las cepas Tepec
estan fuertemente asociadas con diarrea en nifios menores de un afio de edad. La frecuencia
de infeccion por Tepec disminuye con la edad; sin embargo, las cepas de Aepec se detectan
con frecuencia en distintos grupos etarios, principalmente en pacientes adultos con VIH-SIDA.
Se ha demostrado que cepas de Tepec son dificilmente encontradas en animales, mientras que

con Aepec sucede lo contrario®®”’.




Patologia. La infeccion por EPEC varia desde una portacion subclinica a una infeccién fatal:
puede inducir abundante diarrea secretora con moco pero sin sangre, con pérdidas importantes
de liquidos y electrolitos en las heces. Se observan también vomitos y fiebre leve; puede
conducir a una mala absorcion de nutrientes dando lugar a la desnutricion. La presencia de la
lesibn caracteristica en las células intestinales conocida como A/E (del inglés,
attaching/effacing), de adherencia y borrado de las microvellosidades, parece estar asociada
con la secrecion de fluidos y el desarreglo del sistema de enzimas digestivas;
morfolégicamente se forma una estructura en forma de pedestal, rica en actina sobre la cual se

adhieren las bacterias EPEC® . La patogenia incluye tres pasos:
a) adherencia de los microorganismos a los enterocitos,
b) induccion de una sefial de transduccion en los enterocitos y,
c) desarrollo de adherencia intima con los enterocitos™.

Después de la infecciébn por EPEC se ha observado edema, infiltracion de neutréfilos y

reduccion de la actividad enzimatica en la mucosa intestinal’.

Sensibilidad a los antibi6ticos y tratamiento. La terapia de rehidratacion oral es el
tratamiento mas eficaz, los nifios con infeccién por EPEC que no responden a esta terapia,
requieren hospitalizacion. La terapia con antibiéticos sélo se recomienda para los casos mas

> 719 ytilizando principalmente

graves o en casos de diarrea persistente asociada con Aepec
aminoglucésidos, gentamicina, colimicina, neomicina, trimetoprim-sulfametoxazol y subsalicilato

de bismuto?.




2.1.3.2 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

E. coli enterotoxigénica, se asocia a casos de diarrea en adultos, considerdndose como una
causa importante de diarrea en el viajero adulto de los paises desarrollados y en nifios en los

paises en desarrollo’.

Epidemiologia. ETEC se detecta con mayor frecuencia entre los viajeros que visitan América
Latina y el Caribe en comparacion con aquellos que viajan a Africa o Asia. La colonizacion y la
diarrea asociada a ETEC disminuyen con las estadias prolongadas. Se estima que anualmente
es responsable de 200 millones de casos de diarrea en todo el mundo con aproximadamente
150,000 muertes’. En México la mayor incidencia es en los meses de abril a julio. Se transmite
normalmente a través de agua y alimentos y es mas comun en el verano; el reservorio principal

es el humano?.

Patogenia. La diarrea asociada a la infeccion por ETEC, de caracteristica acuosa sin sangre ni
moco, se presenta en forma profusa con un corto periodo de incubacion (14 a 50 h)’, en el que
se percibe distension abdominal®. Fiebre y vomitos se presentan con muy baja frecuencia. La
diarrea puede ser leve, breve y autolimitarse o puede resultar severa como la observada en las
infecciones graves por V. cholerae. Antes de producir diarrea, las cepas ETEC deben adherirse
a las células epiteliales de la mucosa del intestino delgado a través de una interaccion mediada
por adhesinas proteicas conocidas como factores de colonizacion (CFs)> , los cuales se
encuentran en fimbrias de superficie de la bacteria (pilis) y le permiten evadir los mecanismos

2,10

de defensa (peristalsis) Luego de la colonizacién, produce una o dos enterotoxinas

conocidas como LT y ST'.

Sensibilidad a los antibi6ticos y tratamiento. El tratamiento de la enfermedad diarreica por
ETEC consiste en la correccion y el mantenimiento de la hidratacion. No se recomienda la
terapia antimicrobiana en nifios. Para el tratamiento de la diarrea del viajero, existen numerosos

agentes antimicrobianos disponibles; la eleccion depende de la epidemiologia de la region




visitada, los patrones de resistencia microbiana, el perfil de seguridad a los antimicrobianos, y
las posibles interacciones esperadas. La rifaximina, las fluoroquinolonas y la azitromicina son
los antimicrobianos que se utilizan con mayor frecuencia’, ademas de trimetoprim-
sulfametoxazol, loperamida y subsalicilato de bismuto®. Aunque no se recomienda de manera
rutinaria, la profilaxis con antibiéticos es muy eficaz en la prevencion de la diarrea asociada a

ETEC® "1,

2.1.3.3 Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

E. coli enteroinvasiva (EIEC) causa diarrea acuosa y disenteria en los seres humanos. Las
cepas de esta categoria, por sus caracteristicas bioquimicas, genéticas y de virulencia, estan

muy relacionadas con Shigella spp ’.

Epidemiologia. Tanto para EIEC como para Shigella, los humanos infectados son
considerados el principal reservorio. En estudios de brotes asociados a la infeccion por EIEC se
observd que el patégeno suele ser transmitido por alimentos o agua contaminada, aunque la
transmision persona a persona también ha sido descrita’. EIEC afecta a todos los grupos de
edad™. La enfermedad esporadica endémica se presenta en areas con condiciones sanitarias y
de higiene deficientes’, la enfermedad diarreica aguda es endémica en los paises en
desarrollo®. Los serogrupos O28ac, 029, Ol112ac, 0124, 0135, 0136, 0143, 0144, 0152,

0159, 0164 y 0167 fueron descritos como los més frecuentes para EIEC.

Patologia. Clinicamente, la diarrea por EIEC, se presenta con elevada fiebre y disenteria con
sangre y pus. El extendido de materia fecal presenta abundantes leucocitos y a veces piocitos,
caracteristicos de una diarrea de tipo inflamatorio” '°. El periodo de incubacién es de 10-18
h'%'. EIEC tiene la capacidad de invadir el epitelio del intestino grueso, multiplicandose en las

células del enterocito, produciendo ulceracién de la mucosa y muerte celular, por tanto,




destruccion de la mucosa intestinal. EIEC que presenta un plasmido Ipa (del inglés, invasion
plasmid antigen®') cuyos genes estan involucrados en la invasion del epitelio intestinal y en la

capacidad de diseminarse de célula a célula > *°.

Sensibilidad a los antibiéticos y tratamiento. Debe realizarse el tratamiento de sostén
mediante la adecuada reposicion de liquidos ante la presencia de deshidratacién. El
tratamiento especifico con antibidticos esta indicado Unicamente en los casos de diarrea grave.
La seleccion del antibidtico a utilizar se realizard segun el perfil de sensibilidad de E. coli en el
area’ y es muy importante antes de iniciarlo haber descartado la infeccion por E. coli
enterohemorragica’® algunos de los mas indicados son trimetoprim-sulfametoxazol y

ciprofloxacino™.

2.1.3.4 Escherichia coli enteroagregativo (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativo (EAEC) ha sido identificado en nifios y adultos en paises
desarrollados’, presentando diarreas agudas™ y en vias de desarrollo’, presentando diarreas
agudas y cronicas', como asi también en turistas que han visitado paises en desarrollo.
Ademas de complicaciones como deshidratacion y muerte, EAEC puede causar diarrea

persistente en sujetos infectados por VIH'.

Epidemiologia. Las cepas EAEC han sido identificadas en la mayor parte del mundo. Los
niflos y adultos que viven en paises en desarrollo, asi como los viajeros que regresan desde
es0s paises son susceptibles a la infeccion por EAEC (causando entre el 19% y 33% de los
casos de diarrea del viajero). En América Latina, las cepas EAEC son aislamientos bacterianos
comunes en nifios con diarrea y han sido identificadas en Colombia, México, Guatemala, Brasil,
Chile, Pera, Argentina, Ecuador y Jamaica®. En esta categoria estan descritos al menos 90

serotipos; 044, 086 y 0126 son predominantes. Se ha encontrado que los animales infectados




con EAEC, no son reservorio de esta bacteria como los humanos, pero si son fuente de
transmision’.

Patologia. El conocimiento sobre la patogénesis de EAEC es muy escaso. La localizacion de la
infecciébn en el tracto gastrointestinal no esta bien definida. Los estudios realizados sobre
muestras obtenidas por endoscopia intestinal muestran que EAEC se puede localizar en
yeyuno, ileon y epitelio del colon. Ademas de las complicaciones agudas de la diarrea como la
deshidratacion, EAEC también puede causar diarreas persistentes que pueden dar lugar a
desnutricién y retraso del crecimiento’; las cepas EAEC se adhieren a la mucosa intestinal y
favorecen la produccion de moco, atrapando a las bacterias en esta pelicula mucosa 2, la cual

tiene una apariencia de “pared de ladrillos apilados” ’.

La adherencia de EAEC esta mediada principalmente por una fimbria o adhesina flexible
llamada fimbria | de adherencia agregativa (AAF/I), aunque también se ha descrito la fimbria
AAF/II®. Las cepas EAEC producen efectos citotoxicos como vesiculacion de las
microvellosidades, apertura ampliada de las criptas y el aumento de la extrusion celular del
epitelio’.

Sensibilidad a los antibiéticos y tratamiento. Al igual que con todos los demas
enteropatodgenos, el apoyo principal para el tratamiento es la rehidratacién, preferiblemente
oral, seguida por la incorporacion de los alimentos segun su tolerancia. La decision de usar
terapia con antibiéticos debe hacerse tomando en cuenta la edad de la persona, la region del
mundo donde la infeccion fue adquirida y los patrones locales de sensibilidad a los
antimicrobianos” '°. El tratamiento antibi6tico 6ptimo ain no ha sido determinado, ya que hay
algunas cepas resistentes con alta prevalencia’, otras cepas son sensibles a las

fluoroquinolonas, a la azitromicina y a la rifaximina’.




2.1.3.5 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC/STEC)

El principal factor de virulencia de las cepas EHEC es la produccién de potentes citotoxinas con
efecto citopatico sobre las células HelLa (células de carcinoma cérvico-uterino) y Vero (células
de rifién de mono verde), reconocida como “Toxina tipo Siga” (STx)? o Verotoxina; las cepas
EHEC capaces de producirla son llamadas E. coli productor de toxina Shiga (STEC)*®. STEC
es considerada un patdgeno emergente transmitido por alimentos, asociado a casos
esporéadicos y brotes de diarrea, colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH).
Escherichia coli O157:H7 es el prototipo de mas de 150 serotipos que comparten el mismo

potencial patogénico’.

Epidemiologia. EHEC es uno de los patdgenos mas frecuentes en los casos de diarrea con
sangre. El principal reservorio es el tracto digestivo del ganado vacuno y la carne contaminada.
La transmisién mas importante es por agua, alimentos o de persona a persona’. En América
Latina, las infecciones por STEC son endémicas y contribuyen a la carga del sindrome
diarreico agudo en nifios menores de 5 afios de edad. Las enfermedades asociadas a STEC
representan un grave problema de Salud Publica, por lo que la Organizacién Mundial de la
Salud ha lanzado multiples llamados sobre la importancia de promover y adoptar estrategias en
la prevencion y el control de las infecciones por este microorganismo®. Se ha demostrado que
las niflas son mas propensas a enfermar que los nifios por STEC, ademas muestra una

variacion estacional, con aumento de casos en primavera y verano™®.

Patologia. Se asocia a EHEC con brotes caracterizados por dolor abdominal, diarrea acuosa
con sangre y poco o nada de fiebre, el cuadro clinico de la CH'®. En las infecciones por STEC,
el periodo de incubacién promedio es de 3 dias (con un rango de 1-8 dias). Los primeros 2 dias
se presenta diarrea sin sangre; la colitis hemorragica se presenta a los 4 a 6 dias. Aunque en la
mayoria de los casos, la diarrea por STEC es autolimitada, aproximadamente del 5 al 10% de

los nifios infectados evolucionan a SUH, para el cual no existe un tratamiento especifico, sino




de sostén’, este es caracterizado por dafio renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica
microangiopatica’®. Entre los factores predictivos de evolucion a SUH se incluyen: edades
extremas, leucocitosis y tratamiento con agentes reductores de movilidad intestinal o

antidiarreicos’ .

La capacidad toxigénica de las cepas es necesaria para que el paciente desarrolle colitis
hemorragica y diarrea con sangre, por lo que la citotoxina Stx es el principal mecanismo de
patogenicidad de EHEC; se han encontrado las variantes Stx1 y Stx2 que son
inmunolégicamente diferentes. Ademas de la toxina, las EHEC tienen otros mecanismos de
patogenicidad como el fendbmeno A/E, y codifica una proteina de membrana externa (OMP),

llamada intimina?, la cual es un factor potencial de adherencia, especificamente en colon®.

Sensibilidad a los antibiéticos y tratamiento. Hasta el presente no existe una terapia
especifica para las infecciones por STEC. Si bien, E. coli O157 es sensible a la mayoria de los
agentes antimicrobianos comunmente utilizados, aln no se confirmé que la antibiético-terapia
aporte algtin beneficio para el paciente’. Algunos autores describen que dicho tratamiento
aumenta la produccion de la toxina Shiga y, en algunos estudios en nifios se ha visto que
aumenta la incidencia de SHU™. Por ejemplo, trimetoprim-sulfametoxazol estimula la liberacién
de Stx in vitro. El tratamiento esta basado en el control de las alteraciones fisiopatoldgicas” *°.

El empleo de la fosfomicina se ha asociado con la disminucion del riesgo de presentar SUH?.

2.1.3.6 Escherichia coli adherencia difusa (DAEC)

Estas cepas de Escherichia coli fueron clasificados en una categoria diferente a las cepas
enteroagregativas debido a que en cultivos de células Hep-2 (células de epitelio humano tipo 2)
las bacterias se observan difusas sobre la superficie, con poca agregacion®. Los serogrupos O

predominantes son 075, 015y 0126™.




Epidemiologia. El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas como en personas
con diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios'®. Se desconocen las razones por la
predileccién de la edad y los mecanismos de transmisién. Se ha reportado en pacientes
hospitalizados en Francia, por lo que se supone un patégeno de importancia en los paises

desarrollados?.

Patologia. Los principales sintomas que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin
leucocitos™, sin embargo, no se conoce una descripcion clinica satisfactoria®. Se sabe poco de
su mecanismo de patogenicidad pero se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida
como F1845, involucrada en el fenémeno de adherencia difusa’®, en algunos estudios se
sugiere la posibilidad de que las bacterias DAEC provocan la acumulacién de actina y por ende
el dafio o lesion, ademas de que promueven el desensamblaje de F-actina, villina y fimbrina,

que son proteinas que desempefian papeles clave en las microvellosidades™.

Sensibilidad a los antibi6ticos y tratamiento. El tratamiento consiste en la reposicion de las
pérdidas por un adecuado aporte con soluciones orales. No se ha evaluado la eficacia del
tratamiento antibacteriano. El subsalicilato de bismuto reduce la duracién de la diarrea y el

namero de deposiciones, no se recomienda el uso de rutina™®.

A manera de resumen, en la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas de los

patotipos de Escherichia coli descritos con anterioridad.




Tabla 2. Caracteristicas mas importantes de los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea®.

Serogrupos y serotipos

Factores de

Grupo Sintomas clinicos Epidemiologia MAS comunes patogenicidad
Nifios menores de dos afios 08:H9 027:H7
ETEC Diarrea aguda acuosa y diarrea del viajero O15:H11 O78:H12 STyLT
020:H- 0148:H28 CFA
025:H- 0159:H20
. . O157:H7 Stx1ly Stx2
SUH, CH, diarrea con o sin sangre, Niftos y adultos que la adqwerep, 026:H11 0119 AE
EHEC . . P por comer carne cruda o mal cocida . 0128 o
dolor abdominal, fiebre, vomito o beber agua contaminada 0103:H2 0145 Intimina
g 0113:H21 P0157
028:H
Diarrea con moco y sangre, o diarrea O112ac:H-
EIEC acuosa, también se presenta cuadro Nifios menores de seis meses Ol44fH' In’vas!wdad
disentérico 0152:H- Plasmido Ipa
0164:H-
0167:H-
-~ e sel 055 AJE, BFP(Pilis/ fimbrias de
Diarrea aguda con moco, dolor Ninos MENOres ce Seis MEses 086 adherencia)
EPEC . PP hasta dos afios. Adultos infectado 0142 PO
abdominal, vémito, fiebre baja ; Plasmido EAF
por VIH. OL1L:H- (codifica para BEP)
0127 P
Diarrea liquida con moco sin sanare Recién nacidos y nifios menores de 044:H18 Fimbria AAFI y Il Proteinas
EAEC diarreaq ersistente hasta 20 dia?s ' dos afios, adultos viajeros a paises 086 Pet (efecto citopatico en
P endémicos 0126 Hep-2) y Pic (Proteasa)
DAEC Diarrea acuosa sin sangre Nifios de 1 a 5 afios 0126:H27 Fimbria F1845

EAF= factor de adherencia de EPEC
Stx= toxina Shiga
Ipa= Antigeno plasmidico de invasion

LT= toxina termolabil
ST=toxina termo estable
CFA= factor de colonizacién antigénico
BFP= pili con forma rizada



2.1.4 Infecciones extraintestinales causadas por Escherichia coli

Infecciones urinarias. Si bien el sitio mas importante de colonizacibn normal de las
enterobacterias es el tracto gastrointestinal, el sitio mas comun de infeccién es el tracto
urinario. E. coli es la causa mas frecuente de infeccion urinaria. Las cepas de E. coli
uropatogenica (UPEC) tienen mas probabilidades que las cepas fecales de generar fimbrias P
gue se unen a los receptores de glucolipidos en la superficie de las células hospederas, de
encapsularse, de producir la toxina citolitica hemolisina y de tener mdltiples sistemas de
adquisicion de hierro. Dada su alta incidencia y el empleo de antibiéticos que suponen, las IVU
por E. coli tienen gran relevancia socioeconémica y sobre la generacion de resistencias
antibiéticas™.

Infecciones del sistema nervioso central. Los neonatos, durante su primer mes de vida
estan particularmente predispuestos a la meningitis bacteriana. E. coli y los estreptococos del
grupo B son responsables de la mayoria de los casos. Las cepas aisladas de pacientes con
meningitis neonatal tienen mas probabilidades que las cepas fecales de producir la capsula K1
gue dota a la bacteria de mayor resistencia frente al suero y frente a la fagocitosis. En la
poblacién adulta la meningitis por E. coli se observa asociada a: a) inmunodepresiéon, b) edad

superior a 60 afios y ¢) manipulacion quirdrgica previa'® 2,

Otras infecciones. E. coli es el patdgeno causante de las tres cuartas partes de las
bacteremias por gram negativas de la comunidad. Es posible que la caracteristica distintiva de
la bacteriemia por gram negativas sea la reaccion sistémica a la endotoxina o a los LPS que a
veces conducen a respuestas potencialmente fatales como el “shock”, la coagulacién
intravascular diseminada (CID) y el consumo de factores del complemento. También se han
recuperado cepas de E. coli en casos de artritis séptica, endoftalmitis, tiroiditis supurada,

abscesos intraabdominales, peritonitis bacteriana espontanea, abscesos hepaticos, abscesos




cerebrales, endocarditis, osteomielitis, prostatitis, sinusitis, tromboflebitis séptica y otras

enfermedades™® .

2.1.5 Diagnostico

Para el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de E. coli se aplican

métodos tradicionales, métodos in vivo e in vitro y de biologia molecular*®.

El método tradicional es el aislamiento de la bacteria, tomada directamente de materia fecal o
con hisopo rectal*®, se recomienda: a) recolectar la materia fecal lo antes posible después del
establecimiento de la diarrea; b) el paciente no debe estar con tratamiento antibiético; c)
recolectar la muestra después de suspender la antibi6tico-terapia por no menos de 48 h’.
Después se siembra en una placa de agar MacConkey u otro medio selectivo por estria
cruzada; después se incuba a 37 °C durante 18- 24 h. Posteriormente se seleccionan de 5 a 10
colonias tipicas de E. coli lactosa positivas (Lac+). En muestras provenientes de casos de
diarrea con sangre se deben seleccionar también cepas lactosa negativa (Lac-), que pudieran
ser EIEC. La identificacion se hace mediante pruebas bioquimicas en tubo®®, las cuales se

mostraron anteriormente en la Tabla 1.

La demostracion de la produccion de las toxinas LT y Stx de E. coli se puede realizar por un
modelo in vitro que permita observar el efecto citopatico en cultivo de células Vero o HelLa.
Para ello, se requiere sembrar la cepa pura aislada en medio de Craig e incubar 24 h a 37 °C,
posteriormente por filtracion se separan las bacterias del sobrenadante que contiene la toxina,
y se adicionan 20 mL de este a cultivos celulares confluentes; la toxina y las células se dejan
en contacto hasta observar la aparicién de un efecto citotdénico (células alargadas) en el caso

de toxina LT o bien efecto citotdxico (células redondas y muertas) debido a la toxina Stx*°.




Para la identificacién de las cepas de E. coli por técnicas de biologia molecular, se siembra la
materia fecal en Agar MacConkey con sorbitol (SMAC) en forma directa y luego del
enriguecimiento en: a) Caldo Tripteina de Soja (CTS a 37 °C por 6 h), b) CTS con Cefixima y c)
CTS con Telurito de potasio (a 37 °C por 6 h). Luego de la incubacion de las placas de agar
MAC y SMAC a 37 °C por 18 h se realiza la observacion de la morfologia y de las
caracteristicas fenotipicas y se toma una muestra de colonias Lac+, Lac-, sorbitol+ y sorbitol-
de cada placa para la extraccién de ADN para la realizacion diferentes ensayos de PCR que se
utilizan como técnicas de tamizaje para la identificacién de las categorias de Escherichia coli
diarreigénico’, se trata de una hibridacion en fase liquida que se da entre el ADN blanco
presente en la muestra y el iniciador, que es una secuencia conocida de un fragmento

especifico de un gen involucrado en la patogenicidad de cepas de E. coli *2.

Ofra técnica de biologia molecular es el “colony blot”, un método de hibridacion en fase sélida a
partir de sondas, las cuales son fragmentos pequefios de ADN que contienen parte de los
genes que codifican para algun factor de virulencia y pueden estar marcadas radiactivamente
con **P o no radiactivamente con biotina o digoxigenina, es un ensayo muy sensible y
especifico'®. En la Tabla 3 se muestran las sondas y secuencias de oligonucleétidos mas

utilizados en el diagnéstico por biologia molecular de Escherichia coli.




Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos y sondas empleadas en el diagndstico de Escherichia coli*®*’.

Factor de Secuencias de oligonucleétidos usadas en Secuencias de oligonucledtidos usadas
Grupo 3 3 . N
virulencia PCR como sondas
STI TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGGCTTGACT GCTGTGAATTGTGTTGTAATCCGCTGTGAAC
CTTCAAAAGAGAAAATTAC TTTGTTGTAATCC
ETEC Stall TTGTCTTTTTCACCTTTCCCACAAGCAGGATT
ACAACACA
GGCGACAGATTATACCGTGCCCGAATTCTGT
LT TATATATGTC GCGAGAGGAACACAAACCGG
TTTACGATAGACTTCTCGACCACATATAAATT
Stx1 ATTTCGCTC GATGATCTCAGTTGGGCGTTC
EHEC
Stx2 CCCAGTCACGACGTTGTATATACTATCGTGC TCTGAAACTGCTCCTGTGTA
GTTTCCA
EIEC ial CTGGATGGTATGGTGAGGGGAGGCCAACAA CCATCTATTAGAATACCTGTG
TTATTTCC
EAE CAGGGTAAAAGAAAGATGATAATATGGGGAC TATGGGGACCATGTATTATCA
CATGTATTATCA
EPEC
BFP (Pilis/ fimbrias AATGGTGCTTGCGCTTGCTGCGCCGCTTTAT
de adherencia) CCAACCTGGTA GCTACGGTGTTAATATCTCTGGCG
EAEC Plasmido codificador CTGGCGAAAGACTGTATCATCAATGTATAGA

de Pet y Pic AATCGCTGTT

NOTA: Para el grupo DAEC auln no se ha descrito una sonda especifica y sensible
* Las secuencias estan escritas en la direccion 5’a 3°

LT= toxina termolabil Stx= toxina shiga (Tipo 1y tipo 2)
ST= toxina termo estable ial = fragmento del locus asociado a invasividad presente en pinv
BFP= pili con forma rizada EAF= factor de adherencia de EPEC



2.2 Antimicrobianos

Se definen como sustancias quimicas que impiden el desarrollo o favorecen la muerte de un

microorganismo. Pueden ser:

e Desinfectantes: eliminan la viabilidad microbiana y son aplicables sélo a sistemas
inanimados.
e Antisépticos: reducen y controlan la presencia de gérmenes potencialmente patégenos.
Aplicables sobre la piel y/o mucosas de humanos y animales.
e Antimicrobianos de uso clinico-terapéutico: capaces de reducir y controlar la presencia
de gérmenes que han invadido los tejidos de un individuo®®.
Los antimicrobianos de uso clinico pueden ser moléculas naturales (producidas por un
organismo vivo, hongo o bacteria), sintéticas 0 semisintéticas; se utiliza el término antibiotico
para referirse al subgrupo de antimicrobianos con actividad antibacteriana. Los antibi6ticos
constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento farmacocinético
y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre alguna estructura o funcion del
microorganismo, tienen elevada potencia bioldégica actuando a bajas concentraciones y la

toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las células de nuestro organismo™®.

Hay una amplia diversidad de familias y grupos de antimicrobianos de interés clinico. Los
mecanismos por los que los compuestos con actividad antibacteriana actian dependen del sitio

de accion®.

Con excepcion de la pared celular, casi la totalidad del resto de los blancos de accién de los
antimicrobianos se encuentran también en células eucariotas. Las diferencias estructurales
entre las bacterias y las células eucariotas hacen que la afinidad de los antimicrobianos de
interés clinico por las dianas procariotas sea mucho mayor que hacia las eucariotas,

disminuyendo asf el riesgo de efectos adversos®.




Segun el espectro de accién los antibacterianos pueden clasificarse en: amplio, aquellos
antibiéticos que son activos sobre un gran nimero de especies y géneros diferentes o reducido,

antibiéticos solo activos sobre un grupo minimo de especies®.

Desde el punto de vista molecular, los antimicrobianos de uso clinico ejercen su accién en
algunas de las siguientes estructuras o funciones bacterianas: inhibiendo la sintesis de la pared
bacteriana, alterando la integridad de la membrana citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica
o blogueando la sintesis o las funciones de é&cidos nucleicos®. Los principales grupos de
antimicrobianos y sus mecanismos de accién se esquematizan en la Figura 4 y se resumen en

la Tabla 4.

Inhibidores de la sintesis de proteinas
Accion en ribosomas

Sitio de accién: subunidad 508 /{/ J Inhibidores de la sintesis de la pared

Macrolidos (eritromicina, claritromicina) X \ % / 74 bacteriana
Lincosamidas (Clindamicina) g 2 > /8 = . e
Estreptogaminas loqueo dg _{a sintesis y reparacion
5 ., Penicilinas
/ Cefalosporinas
Sitio de accién: d 30S ) Carbapenems

Aminoglucésidos (netilmicina, gentamicina) Monobactamicos

Tatraciclinas (tetraciclina, doxiciclina) S|UCH(:DéP‘id°S
Glicilglicinas f 7, F:;f O:m:a
Accién en ambas subunidades £ Isoniazida

Bloquea el inicio de la sintesis de proteinas

Oxazolidinonas (Linezolid) — Alteracion de la membrana citoplasmica

.4 ,J" Causa la pérdida de la pemeabilidad selectiva
- Polimixinas

Daptomicina

lonéforos

Formadores de poros

Alteracion del metabolismo o Ia estructura
de los acidos nucleicos

Alteracion de la sintesis de acido félico 6n de la replicacién y trasncripcion
en citoplasma de topoi asas
, O3 Quinolonas
2!:;:2;;::;35 vias e inhibicién del inhibicion de RNA polimerasa
Sulfonamidas (Sulfas) \D 2 dlftﬁamp ICI"E)aN A
Trimetoprim afio directo a
Nitroimidazoles
Nitrofuranos

Figura 4. Sitios de accion de los antimicrobianos?.




Tabla 4. Principales grupos de antimicrobianos y representantes de éstos®.

Mecanismo de accién Grupos Antimicrobianos representativos
Naturales: penicilina G, penicilina V
Resistentes a penicilinasas: cloxacilina, oxacilina, meticilina
Inhibicion de la sintesis de la pared o _ o o o
Penicilinas Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina

bacteriana.

Los antibidticos de este grupo necesitan
que la bacteria se halle en crecimiento
activo, y que el medio en que se sea
isoténico o hipotdnico, lo que favorece el
estallido celular cuando la pared celular
se pierde o se desestructura. Suelen ser
mas activos sobre las bacterias gram
positivas por su mayor riqueza en

peptidoglucano. Pueden actuar en tres

etapas:
A) Etapa citoplasmica, donde se
sintetizan los precursores del

peptidoglucano;
B) Transporte a través de la membrana
citoplasmica, y
C) Organizacion final de la estructura del

peptidoglucano.

B-lactamicos

(Acttan sobre etapa C)

Carboxipenicilinas: carbenicilina, ticarcilina

Ureidopenicilinas: piperacilina, mezlocilina

Cefalosporinas

1.2 generacion: cefazolina, cefalotina

2.2 generacion: cefuroxima, cefoxitina*, cefotetan*, cefaclor,
cefamandol

3.% generacion: cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,

cefixima, cefpodoxima

4.2 generacion: cefepima, cefpiroma

Monobactamicos

Aztreonam

Carbapenems

Imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem

Glucopéptidos

(Actuan sobre etapa Ay B)

Vancomicina, teicoplanina

Bacitracina Bacitracina
(Actla en la etapa B)

Isoxazolidinonas Cicloserina
(Actua en la etapa A)

Fosfonopéptidos

(Actla en la etapa A) Fosfomicina




Tabla 4. Principales grupos de antimicrobianos y representantes de éstos® (Continuacion).

Mecanismo de accidn

Grupos

Antimicrobianos representativos

Alteracién de la membrana

citoplasmica. Modifican la
permeabilidad, y provocan la Salida de
iones potasio, elementos esenciales para
la vida bacteriana, o la entrada de otros
que a altas concentraciones alteran el
metabolismo bacteriano normal. Se
comportan como bactericidas y pueden
tener alta toxicidad sobre las células

humanas.

Polimixinas (Aumento de la permeabilidad de la
membrana)

Polimixina B, polimixina E (colistina)

Lipopétidos (Despolarizacién de la membrana, salida

de iones potasio) Daptomicina
lon6foros (Alteracion del gradiente quimico) Tirocidinas
Formadores poros (Perforacion de la membrana) Gramicidinas

Alteracién del metabolismo o la
estructura de los &cidos nucleicos. Por
lo general los antibidticos de este grupo
no son particularmente selectivos en su
accion y tienen cierta toxicidad para las
células eucariotas. La mayoria de los
antibiéticos que acttan sobre el ADN son
bactericidas rapidos y normalmente
independientes del inoculo y de la fase de

crecimiento bacteriano.

Quinolonas
(Blogueo de Topoisomerasa Il

1.2 generacion: acido nalidixico, acido pipemidico
2.2 generacion: norfloxacino
3.2 generacion: ciprofloxacino, levofloxacino

4.2 generacion: moxifloxacino, gemifloxacino

Rifamicinas (Bloqueo de ARN polimerasa subunidad

B)

Rifampicina

Nitroimidazoles (dafian el ADN por oxidacion)

Metronidazol, ornidazol, tinidazol

Nitrofuranos (Accion sobre ADN)

Nitrofurantoina, furazolidona

Inhibidores de B-lactamasas

Acido clavulanico, sulbactam, tazobactam



Tabla 4. Principales grupos de antimicrobianos y representantes de éstos® (Continuacion).

Mecanismo de accidn

Grupos

Antimicrobianos representativos

Inhibicion de la sintesis proteica.
Su inhibicién selectiva es posible gracias
a las diferencias estructurales entre los
ribosomas bacterianos (30S y 50S) y
(40S y 60S). En

diferentes componentes

eucariotas esta
estructura
pueden ser lugares de unién para los
antimicrobianos. La mayoria de los
antibidticos de este grupo tienen actividad
bacteriostatica, aunque los
aminoglucésidos se comportan como

bactericidas.

Acido fusidico (Inhibidores de la elongacion)

Acido fusidico

Aminoglucésidos (Inhibidores del inicio de la sintesis
proteica)

Gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina

Anfenicoles (Inhibidores de la elongacién)

Cloranfenicol, Tiamfenicol

Estreptograminas (Inhibidores de la elongacion)

Quinupristina-Dalfopristina

Lincosamidas (Inhibidores de la elongacion)

Clindamicina, lincomicina

Macraolidos (Inhibidores de la elongacion

14 atomos carbono: eritromicina, claritromicina, roxitromicina
15 atomos carbono: azitromicina (azalidos)
16 atomos carbono: espiramicina, josamicina, midecamicina

Cetoélidos: telitromicina

Mupirocina (Inhibe fase de activacion)

Mupirocina

Oxazolidinonas (Inhibidores del inicio de la sintesis
proteica)

Linezolid

Tetraciclinas (Inhibidores de la fijacién del aminoacil-
ARNt al ribosoma)

Tetraciclina, doxiciclina, minociclina

Glicilciclinas (Inhibidores de la fijacion del aminoacil-
ARNLt al ribosoma)

Tigeciclina

Quinolonas
(Bloqueo de Topoisomerasa |l

1% generacion: acido nalidixico, acido pipemidico

Bloqueo de la sintesis del acido fdlico.

Sulfonamidas,
Diaminopirimidinas

Trimetoprim
sulfametoxazol

Cotrimoxazol



2.3 Resistencia bacteriana a los antimicrobianos

La resistencia antimicrobiana (RAM) se produce cuando los microorganismos (bacterias,
hongos, virus y parasitos) sufren cambios al verse expuestos a estas sustancias (antibiéticos,
antifngicos, antiviricos, antipalidicos o antihelminticos, por ejemplo). Los microorganismos
resistentes a la mayoria de los antimicrobianos se conocen como multirresistentes. Como
resultado, los medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones persisten en el organismo,

lo que incrementa el riesgo de propagacion a otras personas?.

2.4 Métodos para determinar la actividad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una de las
funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Su realizacién se
desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, en donde se obtiene un primer
resultado como factor predictivo de la eficacia clinica?®. Estos métodos pueden clasificarse en

métodos cuantitativos y cualitativos.

e Métodos cuantitativos son aquellos procedimientos que permiten determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracién bactericida minima (CBM).

e Métodos cualitativos son aquellos procedimientos que permiten clasificar directamente
a un microorganismo como sensible (S) o resistente (R)™. El término sensible es muy
usado como sinénimo de susceptible. Susceptible significa que un microorganismo es
inhibido o muerto en las pruebas in vitro por una concentracion del antibiético,

accesible en la sangre cuando ese mismo antibiético se usa in vivo 2.




2.5 Introduccion de nuevos compuestos antimicrobianos

En las Ultimas dos décadas se ha observado un incrementado en la incidencia de infecciones,
lo cual es debido fundamentalmente al aumento de personas con factores de riesgo para
padecerlas y a su vez, a la aparicion de cepas multirresistentes, como ya se ha mencionado.
Esto ha llevado a la creacién de nuevas formulaciones antimicrobianas, investigando otras

lineas de compuestos, en este caso benzimidazoles, hidrazidas, pirazoles y piridazinas.

2.5.1 Benzimidazoles, pirazoles y piridazinas.

Uno de los grupos procedentes de los compuestos en estudio es el de los azoles; estos
compuestos han sido utilizados principalmente como antifingicos desde hace varias décadas.
La mayoria de las rutas sintéticas estan basadas en obtener primero un compuesto de tipo 1,4-
dicarbonilico y su posterior ciclacion en medio acido®. Los heterociclos arométicos de cinco
atomos con dos heteroatomos, de los cuales uno es un nitrégeno de tipo imina, se conocen con
el nombre de 1,3-azoles y 1,2-azoles* (Figura 5). El anillo de los azoles se encuentra presente
en compuestos de gran importancia biolégica y practica como histidina, histamina o vitamina B,

entre otros®.

A) 1,3-azoles B) 1,2-azoles
Z= O (Oxazol), 4 N 3 4 3 Z= O (Isoxazol),
NH, NR (Imidazol), / \ / \ NH, NR (Pirazol),
S (Tiazol). N S (Isotiazol).
Vi 5 Z/ 2

1 1
Figura 5. Estructura de: A)1, 3-Azoles y B)1, 2-Azoles; la letra “z” indica los posibles

heteroatomos en la molécula®.

Como se observa en la imagen anterior, el imidazol tiene dos heteroatomos nitrdgeno en las

posiciones 1y 3 del anillo. La importancia de estos compuestos justifica la enorme variedad de




imidazoles sintéticos que se han preparado, encontrandose algunos como agentes
antibacterianos o drogas radiosensibilizantes®. A partir del imidazol parten otros compuestos,

como los benzoazoles aromaticos, azoles fusionados a un benceno? (Figura 6).

A) Benzo[d][1,3]azoles B) Benzo[d][1,2]azoles C) Benzo[c][1,2]azoles
4 4
5 5
c 3 d 3
6 / \\b : i
N 2 . L2
7 5 a 7 b N/a
1 1
Z= O (Benzoxazol), Z= O (Benzo[d]1,2-isoxazol), Z= O (Benzo[c]1,2-isoxazol),
NH, NR (Benzimidazol), NH, NR (Indazol), NH, NR (Indazol),
S (Benzotiazol). S (Benzo[d]1,2-isotiazol). S (Benzo[c]1,2-isotiazol).

Figura 6. Estructura de: A) Benzo[d][1, 3] azoles, B) Benzo[d][1, 2] azoles y C)

Benzo[c][1,2] azoles; la letra “z” indica los posibles heteroatomos en la molécula®.

Especificamente, cuando en el benzoazol los dos heteroatomos son nitrégenos, se trata de un
benzimidazol, tal como se observa en la imagen anterior. Estas moléculas han sido
ampliamente utilizadas en agricultura y medicina veterinaria como fungicidas y drogas
antihelminticas, y su uso experimental en quimioterapia contra el cancer, ha llevado a una
investigacion intensiva para dilucidar su modo de accion a detalle?®. Por otro lado, los
heterociclos aromaticos de seis 4tomos con dos atomos de nitrégeno de tipo imina se conocen
con el nombre de diazinas, siendo pirazinas cuando los nitrégenos estan en las posiciones 1,4;
pirimidina cuando estan en las posiciones 1,3 y piridazina cuando estan en las posiciones 1,2,
tal como se muestra en la Figura 7. Uracilo, timina y citosina son las diazinas naturales mas
importantes y se encuentran formando parte de los &cidos nucleicos presentes en los seres
vivos, ademas se pueden localizar en muchos farmacos como en el antibacteriano trimetoprim

o el antimalarico pirimetamina®"’.




Diazina 1,4 Diazina 1,3 Diazina 1,2

4 4 4
N 3
] %, 3 5 = N 5 = | 3
6 2 e J N2
N 6 N 2 6 H/
1 1 1
Pirazina Pirimidina Piridazina

Figura 7. Estructura de las diferentes diazinas®"’.

2.5.2 Hidrazidas

Las hidrazidas en quimica organica son una clase de compuestos organicos que tienen en
comun un grupo funcional caracterizado por un enlace covalente de nitrégeno a nitrégeno con 4
sustituyentes, de los cuales al menos uno es un grupo acilo. Surgen principalmente por la
pérdida de H,O, H,S, H,Se o H,Te a partir de un sustituyente acido de un &cido y una
hidrazina®®. La estructura general para una hidrazida es (R' = 0) R*N-N-R®R?, la cual se
aprecia también en la Figura 8. Se ha informado que los derivados de las hidrazidas poseen
actividades anticonvulsivantes, antioxidantes, antagonistas de hormonas, analgésicas,
antiinflamatorias, antiplaquetarias, antipaltdicas, antimicobacterianas (como la isoniazida®),
antitumorales, vasodilatadoras, antivirales, antitripanosémicas®® y antiparkinsonianas (como la

benserazida) **.

O

R’ H
H | o N\NHg OH no R
N HO ,N\"/J\/OH
17N\, Nph X N
R N R | o
| _ HO
R2 N
A)lsoniazida; hidrazida del B) Benserazida

acido 4-piridinocarboxilico;
isonicotinilhidrazina (INH)

Figura 8. Estructura general de las hidrazidas®’; se muestra la estructura de la isoniazida

(A)® y la benserazida (B)*, dos farmacos muy reconocidos.




3. HIPOTESIS

Se tiene conocimiento y evidencia de que algunos compuestos azoélicos tienen efectos
antimicrobianos, ya sea como antiparasitarios o antifingicos, por lo tanto, si los nuevos
compuestos sintetizados derivan de éstos, se pueden generar algunos que también ejerzan
efecto como antibacterianos, lo cual podria solucionar la problematica generada por la continua
aparicion de bacterias multirresistentes a otros antibacterianos comerciales por su uso

descontrolado.




4. JUSTIFICACION

El uso incorrecto de los diferentes grupos de antibiéticos ha generado el desarrollo de
resistencia microbiana en los dltimos afios, por ello surge la necesidad de investigar el efecto
antimicrobiano de nuevas moléculas organicas, como lo son los derivados de benzimidazoles,
hidrazidas, un pirazol y una piridazina que se presentan en este trabajo y se evalian frente a
una bacteria resistente, como Escherichia coli, con el fin de determinar su capacidad para
inhibir el crecimiento bacteriano y a partir del andlisis de sus estructuras proponer un posible
mecanismo mediante el cual actlan estos compuestos y resolver su utilidad en el ambito

clinico.




5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de nuevos compuestos derivados de benzimidazoles,
hidrazidas, pirazol y piridazina, frente a Escherichia coli utilizando el método de difusion radial
en disco para realizar una comparacion del efecto bacteriostatico y/o bactericida con

antibiéticos comerciales.

5.2 Objetivos particulares

e Identificacion de la cepa bacteriana mediante la realizacion de pruebas bioquimicas
primarias y secundarias.

e Realizar la evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos organicos
utilizando el método de difusién radial en disco, previa identificacion de la cepa
bacteriana.

e Realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los compuestos
organicos analizados y compararlos con los resultados de los antibidticos control
utilizados.

e Describir un posible mecanismo mediante el cual actdan los compuestos evaluados

mediante el analisis de sus estructuras para determinar su utilidad en el ambito clinico.




6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Disefio experimental

Inicio

Procedimiento experimental

v

Acondicicnamiento del
material

v

El laboratorio L-121 de la seccion
de Quimica organica de la FES
Cuautitlan proporciond 1g de
compuesto puro de cada uno

Preparacion de los
medios de cultivo
(Caldo y Agar
MNutritivo, Agar
Oeller-Hinto

Acondicionamientg

de lacepa

l
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6.2 Materiales y métodos
Antibidticos utilizados

e Control positivo. Multidisco® combinado BIORAD con 12 antibiéticos:

o Amikacina o Enoxacina

o Ampicilina o Eritromicina

o Cefalotina o Gentamicina

o Ceftriaxona o Netilmicina

o Cloranfenicol o Penicilina

o Dicloxacilina o Trimetoprim-Sulfametoxazol

Medio de cultivo utilizado

e Caldo y Agar Nutritivo. BD® Dioxon. Esterilizado previamente en autoclave.
e Agar Mueller-Hinton. BD® Dioxon. Esterilizado previamente en autoclave.
e Agar EMB. BD® Dioxon. Esterilizado previamente en autoclave.

Reactivos

e Tincidon de Gram: Cristal violeta al 3%, Lugol al 3%, Alcohol-Acetona 1:1, Safranina al
4%, Aceite de inmersion.
e Disolucion de compuestos organicos puros y control negativo: Dimetilsulfoxido (DMSO).

Cepa utilizada
e Escherichia coli ATCC 8739
6.3 Preparacién de los discos paralos compuestos organicos y DMSO.

La sintesis de los 67 compuestos organicos fue realizada por la seccién de Quimica Organica
de la FES Cuautitlan, Campo 1, la cual proporcioné 1 g de cada uno de los compuestos puros
para la realizacion del presente trabajo®’. En la Tabla 5 se muestran los 67 compuestos a

evaluar y su identificacion.




Tabla 5. Compuestos orgénicos a evaluar para determinar su efecto antibacteriano.

COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION
i H i
o, i IS o1 JOn, c1
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Tabla 5. Compuestos orgénicos a evaluar para determinar su efecto antibacteriano (Continuacion).

COMPUESTO

IDENTIFICACION
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Tabla 5. Compuestos organicos a evaluar para determinar su efecto antibacteriano (Continuacion).

COMPUESTO

IDENTIFICACION
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IDENTIFICACION

COMPUESTO

IDENTIFICACION
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Tabla 5. Compuestos organicos a evaluar para determinar su efecto antibacteriano (Continuacion).

HN\NMOV G4

HN )J\/\)J\
\N OH
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1. Se realizaron los calculos necesarios para obtener discos impregnados con 4 mg del

compuesto organico a evaluar:

80 mg compuesto organico _
200 uL DMSO -

0.4 mg de compuesto organico
1 uL DMSO

x 10 uL de compuesto organico disuelto por disco =

4 mg de compuesto organico por disco

2. Se realizé el pesaje de 80 mg de cada uno de los compuestos organicos en tubos
Eppendorf estériles, empleando una balanza analitica y se le adicionaron 200 mL de
DMSO.

3. Se colocaron los tubos Eppendorf, en el sonicador a 25 °C durante 30 minutos para
facilitar la disolucion de los mismos.

4. En una campana de flujo laminar, se realizé la impregnacion de los discos, tomando 10
mL de compuesto organico disuelto con ayuda de una micropipeta y dispensando en el
disco estéril. Se realiz6 por triplicado.

5. Se dejaron secar por 24 h en cajas Petri de vidrio debidamente identificados, en un sitio
seco y a 25 °C (temperatura ambiente).

6. Se prepararon de la misma manera discos, con 10 mL de DMSO, con la finalidad de
utilizarlos como control negativo (los controles positivos empleados corresponden al

sistema de Multidiscos® combinado BIORAD).

6.4 Preparacion de los medios de cultivo.

Se realizaron los calculos pertinentes para preparar 68 cajas Petri de medio sélido Agar
Mueller-Hinton y se siguieron los pasos indicados por el fabricante. Se prepararon también 1

caja Agar EMB, 1 caja Agar Nutritivo y 2 tubos de Caldo Nutritivo.




6.5 Acondicionamiento de la cepa.

A partir del cultivo inicial, se realizé tinciébn de Gram para observar la morfologia de la bacteria.
Se realizaron también pruebas bioquimicas como SIM, Voges Proskauer, Rojo de Metilo y
Citrato que confirmaban la identificacion de la cepa como Escherichia coli ATCC 8739.
Ademaés, se realiz6 resembrado por estria en dilucion Americana en Agar EMB, incubando a 37
°C durante 24 h en la estufa bacteriolégica; al observar el brillo metalico en las colonias se
realizé una resiembra en Agar Nutritivo, en medio sélido como liquido y se incubé a 37 °C

durante 24 h en la estufa bacteriol6gica y en la incubadora orbital, respectivamente.

6.6 Metodologia (Difusion radial en disco).

1. Se prepar6 un indculo bacteriano a partir del cultivo de E. coli ATCC 8739 en Caldo
Nutritivo, con un aproximado de 1.5 x 10%/mL de microorganismos viables, ajustando la
turbidez al 0.5 del Nefeldmetro de McFarland y diluyendo con solucién salina fisiol6gica
esteril®,

2. Enla campana de flujo laminar, se realiz6 la siembra a partir del in6culo en placas de
Agar Mueller-Hinton; se sumergidé un aplicador de algodoén estéril y se dispersé en la
placa mediante sembrado masivo.

3. Se dej6 secar la superficie del medio sembrado durante 5-20 minutos, manteniendo la
caja con la tapa cerrada®.

4. Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con pinzas estériles; con éstas, se
presionaron suavemente los discos sobre el agar para asegurar un contacto uniforme®.

5. Se colocaron tres discos del compuesto organico en estudio y uno mas de DMSO,
manteniendo un espacio uniforme entre discos para evitar que las zonas de inhibicion

guedaran interrumpidas y fueran debidamente apreciadas, tal como se muestra en la




Figura 10. Se utilizé una placa de medio sélido Agar Mueller-Hinton por compuesto

organico.

Figura 10. Patron de distribucién de los discos en el medio de cultivo. Los circulos oscuros
representan los discos de compuesto organico en estudio; el circulo claro representa el control negativo
(DMSO).

6. Se incubaron las cajas a 37 °C durante 24 h.

7. Se realizé la lectura de los halos de inhibicién contra una superficie oscura bajo luz
reflejada, esto midiendo el diametro de los halos formados con ayuda de un Vernier,
anotando los resultados en mm.

8. A partir de los resultados obtenidos se determiné el promedio de las medidas obtenidas
para cada uno de los compuestos organicos.

9. Se realiz6 la interpretacion de los resultados obtenidos en los diferentes antibiogramas y
se compararon con los resultados obtenidos con los antibidticos utilizados como

controles positivos.




7. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha mencionado anteriormente, en los Ultimos afios se ha visto un incremento en los
casos de infecciones causadas por microorganismos calificados como cepas multirresistentes,
para los cuales resulta ineficaz un tratamiento con antibiéticos comerciales y resulta necesario
investigar otras moléculas que generen efecto antimicrobiano. En el presente estudio se
evaluaron nuevos compuestos heterociclicos derivados de benzimidazoles, hidrazidas, un
pirazol y una piridazina con la finalidad de determinar sus posibles efectos antibacterianos.
Para ello se decidid utilizar una cepa de Escherichia coli ATCC 8739 como microorganismo
problema debido a que puede considerarse representativa del grupo de las bacterias gram
negativas, las cuales son bacterias ain mas resistentes que las gram positivas a los

antibiéticos de uso clinico, gracias a la estructura de su pared®.

Para tener un punto de comparacion entre el efecto producido por antibiéticos de uso clinico y
el efecto causado por los compuestos en estudio, se realizé un antibiograma con un sistema de
Multidiscos® combinado BIORAD (Figura 11), sistema conformado por 12 antibiéticos Utiles en
terapia contra bacterias gram negativas y gram positivas, incluyendo algunos de amplio

espectro.




Los resultados obtenidos para los antibiogramas empleados se muestran a continuacién en la
Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de los halos de inhibicién producidos a Escherichia coli ATCC 8739
con antibiéticos del sistema de Multidiscos combinado BIORAD, aplicado como control

positivo.
Antimicrobiano Sensible (S) / Resistente (R)
Amikacina (AK) 30 S (17 mm)
Ampicilina (AM) 10 ug R (Sin halo)
Cefalotina (CF) 30 ug R (Sin halo)
Ceftriaxona (CRO) 30 ug S (26 mm)
Cloranfenicol (CL) 30 ug S (29 mm)
Dicloxacilina (DC) 1 pg R (Sin halo)
Enoxacina (ENX) 10 ug R (Sin halo)
Eritromicina € 15 ug R (Sin halo)
Gentamicina (GE) 10 ug R (13 mm)
Netilmicina (NET) 30 ug S (18 mm)
Penicilina (PE) 10 U R (Sin halo)
Trimetoprim-Sulfametoxazol(SXT) 25 ug S (30 mm)

La figura 11 muestra la comparacion visible de los halos de inhibicién obtenidos con los
diferentes antibiéticos comerciales que conforman el Multidisco®, mientras que en la Tabla 6 se
muestran los nombres y abreviaturas de los mismos, los cuales estan clasificados como
Sensibles o Resistentes con base en el tamafio en milimetros de los halos obtenidos. En el
sistema se incluyen antimicrobianos que tienen accion sobre bacterias gram positivas (AM, CF,
CL, DC, ENX, E, GE, PE, STX) y/o gram negativas (AK, AM, CF, CRO, CL, ENX, GE, NET,
STX) *, este dltimo grupo es el de mayor interés para el presente trabajo, ya que son el

principal punto de comparacién para los compuestos en estudio.
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Los criterios para calificar a una bacteria como sensible o resistente en un antibiograma estan

basados en los manuales del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)*® %",

en
ellos se encuentran diferentes antimicrobianos, entre los cuales estan los que componen el

sistema de Multidiscos®.

Como se observa en la Tabla 6, los antibidticos que dieron mejores resultados fueron
Trimetoprim-Sulfametoxazol, mientras que el que generd el halo menor fue Gentamicina, sin
tomar en cuenta a los antibiéticos que no lo produjeron; en la Gréfica 1 se observa la diferencia
del tamafio de los halos. El CLSI indica que para considerar a E. coli sensible a GE el halo
debe ser mayor a 15 mm, criterio que no se cumplié6 en el antibiograma control; se indica
también que halos mayores a 16 mm al evaluar a SXT, significan que E. coli fue sensible a este
antibiotico®®, criterio que se observé en el antibiograma control. Tanto Trimetoprim-
Sulfametoxazol (SXT), como Gentamicina (GE), seran los antibiéticos de mayor relevancia en
la comparacion de los efectos producidos por los compuestos a evaluar, debido al efecto

provocado a Escherichia coli y la estructura que poseen.
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Grafica 1. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con el Multidisco® BIORAD, como control positivo.




Para realizar la evaluacion de los compuestos fue necesaria su disolucién, como se ha
mencionado en la parte experimental, estandarizando una misma concentracion para todos. Se
decidié utilizar como disolvente DMSO, puesto que se ha considerado como un disolvente
universal para antibi6ticos®, lo que aseguraria una mayor cantidad de compuestos disueltos,
ademds de que se ha comprobado que su toxicidad es muy baja y por ello el principal uso que
se le ha dado es como vehiculo para administrar farmacos*, su baja toxicidad se comprob¢ al
ser utilizado como control negativo. Sin embargo, el DMSO posee caracteristicas como bajo
peso molecular, un fuerte enlazamiento molecular y un &rea de superficie limitada por
impedimento estérico, entre otras, que impiden a ciertas moléculas ser solubles en él, tal como
ocurrié con algunos compuestos organicos en la experimentacion, a la concentracion empleada
y por ello no continuaron en estudio, puesto que no pudieron impregnarse en los discos, lo cual
es fundamental para la experimentacion, ya que tan pronto el disco impregnado de antibiético
se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el papel filtro absorbe agua y el
antibiético difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco, formandose un

gradiente de concentracion®.

La concentracion empleada fue de 0.4 mg/ul de compuesto en DMSO, es una concentracion
alta en comparacién a la contenida en el sistema de Multidiscos®, ya que los antibidticos que lo
conforman estan en microgramos, sin embargo, se decidi6 utilizarla para asegurar la
visualizacién del efecto antibacteriano de por lo menos uno de los compuestos. A pesar de ello,
fue util para conocer si estos poseen actividad antimicrobiana y en caso de confirmarse tal
interrogante, realizar estudios posteriores con diluciones a concentraciones mas bajas para

obtener los puntos criticos de sensibilidad de cada compuesto.

La evaluacion de los compuestos en estudio se realiz6 mediante la técnica de Kirby Bauer. Las
mediciones de los halos de inhibicibn generados por estos se realizaron por triplicado con

ayuda de un Vernier y con ellas se obtuvo un promedio. Siguiendo la técnica mencionada, se




realizé la medicion del diametro de la zona incluyendo los 6 mm del disco sobre el respaldo de
la caja de Petri sin remover la tapa. Las lecturas en las que se obtuvieron 6 mm indicaron que
no hubo zona de inhibicién®. Los compuestos que no produjeron zona de inhibicién tampoco

fueron considerados en este estudio.

Al comenzar a analizar de manera general las estructuras de los heterociclos en estudio, a
primera vista se observa que la mayor parte de los compuestos poseen bencenos, estos anillos

d**, se introducen mas faciimente a las células, por lo que los

debido a su baja polarida
compuestos estudiados son moléculas que facilmente pueden ingresar a las bacterias,
aunando a esto los pequefios tamafios que poseen. En general, las estructuras de los
compuestos analizados, son similares a las de otros antimicrobianos ya conocidos, lo que
orienta a describir un posible mecanismo de accibn general para los compuestos en
experimentacion. El poseer bencenos en la estructura no asegura efectividad para un
antimicrobiano, sin embargo, contener electrones en movimiento en sus anillos, facilita la

interacciéon con otros sustituyentes*! ya sea aquellos unidos al mismo anillo o los que

conforman la estructura frente a la que van a actuar.

El primer grupo en estudio fue el A, el cual deriva del 1H-benzimidazol; a partir de este
compuesto se sintetizaron otros adicionando un sustituyente fenilo en la posicion 2 de la
estructura y de la misma manera, se adicionaron otros sustituyentes al nuevo anillo fenilico en
las posiciones orto, meta y para. Al evaluar estos compuestos, se obtuvieron resultados
variables, encontrando que el de menor efecto fue el compuesto A4 y el de mayor efecto el A7,
con 14 mm el primero y 30 mm el segundo, sin tomar en cuenta aquellos incapaces de inhibir el

crecimiento bacteriano. Los resultados de este grupo se muestran en la Tabla 7.




Tabla 7. Resultados obtenidos en los antibiogramas realizados para los compuestos
orgénicos del grupo A.

H
N
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Identificacién Halo
Al R=-H 15 mm
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R= CH;
A5 HoM = 15 mm
R= | =
A7 N, 30 mm
R= :
Al0 ﬁ 21 mm
N
oy
R=

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados. Los
compuestos identificados como A2, A6 y A8 fueron insolubles en DMSO, por lo que no fueron
probados. Los compuestos identificados como A3 y A9 no mostraron halo de inhibiciéon en el
antibiograma.

Como se muestra en la Gréfica 2, al comparar los efectos producidos por los compuestos del
grupo A, se encontrd una diferencia significativa entre el efecto producido por SXT, Al, A4, A5
y A10, sin embargo, estos cuatro compuestos mencionados provocaron un halo de inhibicion
mayor al producido por GE, por lo que podrian resultar de interés para el tratamiento contra

otras bacterias menos resistentes que E. coli. El compuesto A7 fue el de mayor relevancia para




este grupo, ya que produjo un efecto similar a SXT, lo que implica que podria seguir en estudio
para demostrar su eficacia y utilidad como antibiético de uso clinico contra bacterias gram

negativas.
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Grafica 2. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con los compuestos del grupo Ay los controles Gentamicinay
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

Al observar en la Tabla 7 la estructura base de los compuestos del grupo A podemos apreciar
gue el 1H-benzimidazol como tal, genera efecto antimicrobiano contra E. coli, el cual aumenta
visiblemente al adicionar un sustituyente amino en la posicion para del fenilo (Compuesto A7),
obteniendo hasta cierto punto una estructura semejante al acido p-aminobenzoico (PABA),
molécula presente en la sintesis de acido folico en bacterias®. Se sabe que existen antibiéticos
comerciales que son inhibidores de la sintesis de acido félico, tal como SXT, por lo cual es
necesario conocer el mecanismo de accién que poseen y a partir de ese punto, realizar una
comparacion con los nuevos compuestos en estudio que permita proponer un posible

mecanismo de accion.

Trimetoprim-sulfametoxazol son dos antibiéticos pertenecientes, por su mecanismo de accion,
al grupo de los blogueadores de la sintesis de factores metabdlicos, en su caso del &cido

f6lico®®. Por una parte, Sulfametoxazol (STX) es considerado como un agente bacteriostéatico




que interfiere con la sintesis de &cido folico en bacterias susceptibles®. Al pertenecer a las
sulfonamidas, inhibe la conversion enzimatica de pteridina y &cido p-aminobenzoico (PABA) en
acido dihidropteroico, ya que compite con PABA por la union a la sintetasa de dihidrofolato, un
intermediario de la sintesis del &cido tetrahidrofdlico (Figura 12). Se requiere acido
tetrahidrofolico para la sintesis de purinas y Dtmp, por lo que la inhibicién de su sintesis inhibe
a su vez el crecimiento bacteriano*. Por otro lado, Trimetoprim (TMP) inhibe la dihidrofolato
reductasa, la enzima que cataliza el Gltimo paso de la sintesis de acido folico bacteriano, su
efecto es bacteriostatico cuando actla solo, pero en conjunto con sulfonamidas, su accién es

444

bactericida®** por lo tanto Trimetoprim y Sulfametoxazol actian de forma sinérgica*®.

En resumen, STX y TMP ejercen un bloqueo secuencial en la biosintesis del acido félico; STX
actia gracias a la similitud de su estructura con la de PABA*®, mientras que TMP es un
anélogo de la dihidropteridina®®® (Figura 12).
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Figura 12. Trimetoprim (TMP) — Sulfametoxazol (STX), se sefala con rojo la estructura
similar a PABA que posee STX y asi mismo se esquematiza la similitud entre la estructura de

TMP vy la dihidropterina (DHP).




Considerando el mecanismo de accion descrito para STX y la estructura de A7, se sugiere que
el efecto conseguido por el compuesto en estudio fue gracias a un mecanismo de accion similar
a STX. De manera contraria a A7, el compuesto A4 disminuy6 el efecto que tuvo Al al
adicionar sustituyentes en las posiciones meta y para en el fenilo, lo que indica que para éste

compuesto los sustituyentes metoxi no generaron una buena respuesta.

El compuesto A5, quien tuvo un efecto menor a A7, también posee un sustituyente amino en el
fenilo, sin embargo, esté ubicado en la posicién orto lo que indica que esta posicidn no favorece
el efecto antimicrobiano del sustituyente amino. El compuesto Al0 también posee un
sustituyente en posicion para en el fenilo, sin embargo, se trata de un grupo nitro lo que
produce un efecto antimicrobiano menor al producido por el compuesto A7. Los efectos

producidos por los sustituyentes amino y nitro sern explicados mas adelante.

Los compuestos del grupo B surgen a partir del 5-nitro-1H-benzimidazol, que del mismo modo
gue el grupo anterior, son sintetizados al adicionar un sustituyente fenilo en la posicion 2 de la
estructura y de la misma manera, se adicionaron otros sustituyentes al nuevo anillo fenilico en
las posiciones orto, meta y para; estas modificaciones a las estructuras iniciales de cada grupo
se repiten para los grupos C, D, E y F también. Los resultados de los antibiogramas realizados

para el grupo B se muestran a continuacion en la Tabla 8.




Tabla 8. Resultados obtenidos en los antibiogramas realizados para los compuestos
orgéanicos del grupo B.

H
N
| pan
o /
[
(@]
Identificacion Halo
B1l R=-H 14mm
B4 CH 9 mm
&
JCIL
R= CH;
B6 DQN ) 17 mm
=
R= #
B9 NHy 13 mm
| e
R= =

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados. El
compuesto identificado como B3 fue insoluble en DMSO, por lo que no fue probado. Los
compuestos identificados como B2, B5, B7, B8 y B10 no mostraron halo de inhibicién en
el antibiograma.

El compuesto B4 produjo un halo minimo, ain menor que el producido por GE, por lo que no se
considera util contra E. coli en esta experimentacion; por otro lado los compuestos B1, B6 y B9

produjeron halos similares 0 mayores a GE, por lo que resultan de interés, especialmente B6, el




cual produjo el halo de mayor tamafio; sin embargo, ninguno produjo halos mayores al

producido por SXT, tal como se muestra en la Gréfica 3.
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Gréafica 3. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con los compuestos del grupo B y los controles Gentamicinay
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

Al observar la Tabla 8 es evidente que la estructura inicial de este grupo (Compuesto B1)
produjo por si misma efecto antibacteriano contra E. coli, el cual es ligeramente menor al
producido por Al, lo que significa que el sustituyente nitro colocado en el heteraciclo, disminuye
la actividad que tenia por si solo el 1H-Benzimidazol. Al igual que en el grupo anterior, los
sustituyentes metoxi del fenilo en B4 provocaron la disminucion de efecto antibacteriano,
mientras que el sustituyente nitro en posicion meta del fenilo en B6 la aumentaron ligeramente;
al colocar en la misma posiciéon un sustituyente amino (Compuesto B9) se obtuvo un efecto

menor.

En el grupo C que deriva del 5-amino-1H-benzimidazol, se encontraron dos compuestos de
gran relevancia debido a su gran efecto antimicrobiano provocado contra E. coli, los resultados
obtenidos para estos compuestos se muestran en la Tabla 9; si bien C1 produjo un halo menor

al de SXT, los 29 mm de su halo muestran la eficacia que este podria tener tanto con E. coli,




como con otras bacterias gram negativas. C2 produjo un halo aun mayor al de SXT, lo que

significa que su efecto antimicrobiano podria ser potencialmente alto.

Tabla 9. Resultados obtenidos en los antibiogramas realizados para los compuestos
organicos del grupo C.

H
N
R
/>
H,N N
Identificaciéon Halo
C1 R=-H 29mm
C2 | = 31 mm
R= =
C5 ? 9 mm
N
T
R=
c8 Ha M 9 mm
|
R=

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados. Los
compuestos identificados como C6, C7 y C10 fueron insolubles en DMSO, por lo que no
fueron probados. Los compuestos identificados como C3, C4 y C9 no mostraron halo de
inhibicién en el antibiograma.

A pesar de partir del mismo benzimidazol que C1 y C2, tanto C5, como C8, apenas produjeron

halos de 9 mm, es decir, halos menores a GE por lo que no se consideran relevantes contra la

bacteria en estudio u otras gram negativas. La diferencia significativa es evidente en la Gréfica

4.
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Grafica 4. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con los compuestos del grupo Cy los controles Gentamicinay
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

La estructura inicial de este grupo (Compuesto C1) es distinta al 1H-Benzimidazol debido a la
adicién de un sustituyente amino en el heterociclo, en la misma posicién en que afiadio el grupo
nitro a B1. Es evidente que la adicion del grupo amino fue mas efectiva para conseguir un
efecto antibacteriano similar al de SXT, el cual mejora al volver a adicionar un sustituyente
fenilo en la posicion 2 de la estructura, generando el compuesto C2, lo cual se da posiblemente
porque adicionar otro benceno a la estructura disminuye la polaridad de la molécula y esta se
introduce aun mas facilmente a las células® que C1, como ya se habia mencionado
anteriormente. C5 y C8, por otro lado, poseen sustituyentes nitro y amino, respectivamente, en
la posicién orto del fenilo, los cuales muy probablemente por esta ubicacién resultaron

ineficientes para conferir a la molécula un mayor efecto antibacteriano.

El grupo D, que parte del 5-fenilamino-1H-benzimidazol, de manera general fue muy poco
efectivo como antimicrobiano contra E. coli, ya que los halos que produjeron los compuestos
gue lo conforman fueron iguales o menores a los producidos por GE, tal como se observa en la

Tabla 10.

Tabla 10. Resultados obtenidos en los antibiogramas realizados para los




compuestos organicos del grupo D.

H
N
R
/>
NH N
Identificacion Halo
D4 CH; 8 mm
: &
?
R= CHy
D5 o 8 mm
|
D;;M* | i,
R= =
D10 |c|> 13 mm
ML
D
R=

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados. El
compuesto identificado como D9 fue insoluble en DMSO, por lo que no fue probado. Los
compuestos identificados como D1, D2, D3, D6, D7 y D8 no mostraron halo de inhibicién
en el antibiograma.

Debido al tamafio de los halos producidos por los compuestos D4 y D5, puede considerarse a
E. coli como una bacteria resistente a estos compuestos, los cuales pueden ser ineficaces
también con otras bacterias gram negativas y gram positivas. El compuesto D10, sin embargo,
produjo un halo similar a GE, por lo que podria ser de interés como antimicrobiano para
bacterias poco resistentes. En la Gréfica 5 se observa una gran diferencia entre la efectividad

de SXT contra E. coli y los compuestos del grupo D contra la misma.
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Gréafica 5. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con los compuestos del grupo D y los controles Gentamicinay
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

Al observar las estructuras de los compuestos D4 y D5 se evidencia nuevamente que los
sustituyente metoxi y nitro en posicién orto del fenilo no dan un buen resultado, ya que generan
un efecto antimicrobiano contra E. coli muy bajo; sin embargo, la estructura inicial por si misma
(Compuesto D1), tampoco gener6 halo de inhibicion. En el caso de D10, a pesar de no haber
tenido un efecto considerable contra E. coli, se comprob6é que al adicionar un sustituyente

amino en la posicion para del fenilo, la efectividad de la molécula aumenta.

Al igual que el grupo D, los compuestos del grupo E, derivados del 5-etanolamino-1H-
benzimidazol, fueron escasamente efectivos contra E. coli, esto puede constatarse al observar
gue fueron muy pocos los compuestos que tuvieron efecto antimicrobiano y que ademas son

pequefios los halos obtenidos en su evaluacién, los cuales se muestran en la Tabla 11.




Tabla 11. Resultados obtenidos en los antibiogramas realizados para los
compuestos organicos del grupo E.

H
N
R
/>
Identificacién Halo
E1l R=-H 15 mm
E8 13 mm
Hy M | 2,
=
R=
E9 NH, 7 mm
=
| -
R=

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados. Los
compuestos identificados como E2 y E3 fueron insolubles en DMSO, por lo que no fueron
probados. Los compuestos identificados como E4, E5, E7 y E10 no mostraron halo de
inhibicion en el antibiograma.

Observamos en la Grafica 6 que E1 y E8 generaron halos similares a GE, los cuales a
comparacion del que produce SXT, son aln muy poco efectivos. Por otro lado E9, debido al

tamafio de su halo, no representan interés como antimicrobiano.
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Grafica 6. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con los compuestos del grupo E y los controles Gentamicinay
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

El compuesto E1, que posee la estructura inicial de este grupo, generd efecto antimicrobiano
contra E. coli por si mismo, sin embargo, se observé disminuido cuando al fenilo se le
adicionaron sustituyentes amino en las posiciones orto y meta, obteniendo los compuestos E8 y
E9 respectivamente, situacion que ya se habia visto anteriormente, por ejemplo, con los

compuestos A5, B9y C8.

Los compuestos del grupo F, los cuales se generaron a partir del 5-fenilazo-1H-benzimidazol,
fueron completamente solubles en DMSO, sin embargo, ninguno presenté halo de inhibicién, lo
gue los hace irrelevantes como antimicrobianos contra E. coli. Esto puede deberse
principalmente a que el fenilazo como sustituyente en el 1H-benzimidazol, genera algun

impedimento para que la molécula reaccione contra el microorganismo en estudio.

Los compuestos del grupo G, a diferencia de los demas grupos, no contienen algun
benzimidazol en sus estructura. G1 también es de la familia de los azoles, ya que en su
estructura se encuentra un pirazol; G2 es similar a G1, sin embargo, en su estructura en lugar
de un azol encontramos una piridazina. Estos dos compuestos poseen en su estructura

nitroanilina. G3, G4 y G5 son ésteres de acidos carboxilicos y el resto de los compuestos del




grupo son acidos carboxilicos; las estructuras que comparten los compuestos G3 al G7 son las

hidrazidas. En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos en la experimentacion.

Tabla 12. Resultados obtenidos en los antibiogramas realizados para los
compuestos organicos del grupo G.

O§N+,O
NH,
R
Identificacion Halo
Gl | 7 mm
H,C N'\H
b
CH;
G2 | 10 mm
HiC AN
|
CH-
G3 | jl 0 16 mm
HN
S NH 0" cH,
G4 | )0 13 mm
HN 0 CH
“NH R
0
G5 | j 14 mm
HH ] CH
“~NH J\/\/\H/ TR
]
G6 | j 0 14 mm
HN b AR
“NH 0" ™cH,
G7 o 0 14 mm
Hb!l /JJ\/V\)J\
“NH 0~ cH,

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados. Todos




los compuestos del grupo fueron solubles en DMSO y mostraron halo de inhibicién.

Como se observa en la Gréfica 7, los resultados obtenidos son similares o menores al obtenido
con GE, ya que los halos producidos son pequefios y presentan diferencia significativa con el
obtenido con SXT, lo que significa que tuvieron un efecto antimicrobiano bajo y podrian no ser

de utilidad contra E. coli 0 algunas otras bacterias gram negativas.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Compuestos evaluados

Gréafica 7. Comparacion de la medida de los halos obtenidos en el antibiograma
realizado con los compuestos del grupo G y los controles Gentamicinay
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

Este grupo posee estructuras variadas, sin embargo, coinciden en que a diferencia de los otros
seis grupos, no se componen de heterociclos, pero poseen en su estructura por Io menos un
benceno trisustituido. En este grupo, el pirazol fue el que generd el menor efecto antibacteriano
contra E. coli, seguido por la piridazina (G1 y G2, respectivamente); en cambio las hidrazidas
generaron un efecto similar entre si, lo cual se esperaba debido a que sus estructuras sélo se
diferencian por el tamafio de sus cadenas y porque algunos son ésteres (G3, G4 y Gb5),
mientras que otros son acidos carboxilicos (G6 y G7). G3 fue el compuesto que genero el halo

de inhibicion més grande del grupo, posiblemente debido al tamafio de su estructura.




Al igual que el grupo G, Gentamicina es una molécula que no se compone de heterociclos, por
lo que comprender su mecanismo de accion es de interés en la comparacion del efecto
obtenido para ambos. Gentamicina es un aminoglucésido que posee un mecanismo de accion
en el cual interrumpe la lectura del ARNt, debido a su unién irreversible con la subunidad 30S

del ribosoma bacteriano® *’

, especificamente GE se une a nucleotidos del ARNr 16S, lo que
interfiere con el sitio de decodificacion, ubicado en las proximidades del nucleétido 1400,
hasta el 1500°® y genera péptidos no funcionales; la parte de la estructura de GE que genera
la mayor interaccion con el RNAr 16S es la unidad 2-desoxiestreptamina 4,6 disustituida®®®,
debido a sus radicales amino y la conformacion estérica que presentan frente al resto de la

estructura®®®, tal como se observa en la Figura 13.
HaM
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Figura 13. Estructura de Gentamicina, se sefala con rojo la unidad 2-desoxiestreptamina 4,6

disustituida de la estructura.

De manera estructural en los 67 compuestos evaluados es evidente la presencia de grupos
amino, ya sea formando parte de la estructura principal o como sustituyentes. A7, C1 y C2
fueron los compuestos que presentaron la mayor efectividad como antimicrobianos,
estructuralmente poseen sustituyentes amino sin impedimento estérico para su reaccion, lo que
puede haber influido en el efecto producido a E. coli, sihn embargo no se podria asegurar que
fue un mecanismo de accién similar al de GE por el cual actuaron, ya que otros compuestos

gue produjeron halos menores también poseen sustituyentes amino.




El poseer bencenos en las estructuras de los compuestos en estudio facilita la interaccién con
otros sustituyentes*'*. Cuando el sustituyente se encuentra unido al anillo bencénico, si se trata
de grupos amino o nitro en posicion para, se obtienen resultados mas efectivos como
antimicrobianos, ya que a pesar de las diferencias de sus cargas, el grupo nitro genera un
fuerte efecto atrayente de electrones, por lo tanto los deslocaliza; mientras que el grupo amino,
gracias al nitrdgeno que posee, contribuye afinidad a las enzimas sobre las que actia y

ademas tiene capacidad de reaccionar con grupos carbonilo®.

Especificamente para el caso de los derivados de benzimidazoles, su mecanismo de accién
esta basado en la funcionalidad de su estructura, gracias al sistema de anillo que posee como
nacleo. Se debe tomar en cuenta que de los benzimidazoles se conoce su accion
antihelmintica, la cual llevan a cabo mediante la inhibicion de tubulina® y su accion fungicida,
gue se da por la interrupcién de la sintesis del DNA y RNA fangico, dando como efecto
secundario el bloqueo de la divisién nuclear y celular®. Lo anterior orienta en la descripcién del
posible mecanismo de accibn de las moléculas en estudio; la estructura de algunos
compuestos en estudio son hasta cierto punto similares a la estructura de PABA, ya que
poseen un benceno que tiene como sustituyente a un grupo amino, libre de impedimento
estérico, sugiriendo la interrupcion de la biosintesis del acido folico y por otro lado, se
encuentra al anillo del benzimidazol formando parte de la vitamina B12 (especificamente como
dimetilbenzimidazol)®* (Figura 14), del cual las moléculas en estudio podrian ser anélogos e
inhibir también la biosintesis de la vitamina B12. Si lo anterior es cierto, se explica porque los
compuestos A7, C1ly C2, quienes poseen ambas caracteristicas, fueron mas eficaces contra E.
coli, comparandolos con B6 y A10, quienes sélo poseen la segunda, ya que los sustituyentes
gue poseen no son aminas, sino grupos nitro. Ademas de la efectividad mostrada, si su

mecanismo de accion es como se describe, el dafio producido seria sélo sobre bacterias,




puesto que ellas sintetizan la vitamina B12 y el acido fdlico, los humanos y animales las

obtenemos de la dieta, disminuyendo asi efectos adversos.

O

Anillo del

{ benzimidazol

Figura 14. Estructura de la vitamina B12. En esta molécula el anillo del benzimidazol esta
presente en forma de dimetilbenzimidazol; este grupo se encuentra ligado covalentemente por
uno de sus atomos de nitrégeno al carbono del pentacarbohidrato y de manera coordinada con

el cobalto®.

En cuanto a los compuestos del grupo G, los cuales no derivan de los benzimidazoles, G3 fue
el que tuvo la actividad antimicrobiana mas eficaz ante E. coli, pero es aun muy baja en
comparacion con los compuestos que presentaron la mayor eficacia, tales son el A7, A10, B6,
Cly C2. G3, G4, G5, G6 y G7 tuvieron en realidad actividad antimicrobiana similar, lo que se
refleja en el tamafio de sus halos, la cual principalmente podria deberse a la funcionalidad de

sus tres grupos amino y la de su grupo nitro, ambas descritas con anterioridad. Si se comparan




estos cinco compuestos con G1 y G2, los cuales sélo poseen un grupo amino funcional y un

grupo nitro, se observa que hay diferencia entre la actividad antimicrobiana que presentan.

Como se mencion6é anteriormente, el calificar a una bacteria como sensible o resistente
depende de los criterios sefialados en la literatura para cada antimicrobiano; en este estudio,
puesto que los compuestos probados se consideran nuevos, no existen tales sefialamientos y
es por ello que de acuerdo a lo anteriormente descrito para GE y SXT, que son los controles
experimentales, los compuestos que produjeron halos de inhibicibn mayores a 15 mm fueron
los que se consideraron relevantes para continuar con su analisis, es decir, los compuestos A7,
Al0, B6, C1, C2, y G3. Entre lo que se espera determinar en un futuro se encuentran las dosis
efectivas y la toxicidad de los compuestos evaluados, ya que esto es de utilidad para

determinar su posible uso en el ambito clinico, ya sea humano o veterinario.




8. CONCLUSIONES

Se logré identificar y comprobar mediante pruebas bioquimicas primarias y secundarias que, en
efecto, la bacteria con la que se llevd a cabo la experimentacion fue Escherichia coli, de la cual
la cepa empleada fue la ATCC 8739. Esto fue de suma importancia debido a que contribuy6 en

la estandarizacion del disefio experimental.

Los compuestos evaluados en el presente estudio fueron en su mayoria derivados de
benzimidazoles, de los cuales se pudieron determinar cémo los mas efectivos a A7, Cly C2,
con halos de inhibicion de 30, 29 y 31 mm respectivamente, y se propuso que su mecanismo
de accién puede estar relacionado con la inhibicién de la biosintesis de vitamina B12 y &cido
félico gracias a la estructura que poseen, como es el caso de SXT; en comparacién con los tres
compuestos anteriores, tanto B6 y A10, con 17 y 21 mm de halo respectivamente, se
encontraron menos efectivos contra Escherichia coli, para los cuales el posible mecanismo de
accién propuesto se basa so6lo en la inhibicion de la biosintesis del &cido félico. De los 6
compuestos calificados como los més sobresalientes, el compuesto G3 fue quién presentd
menor actividad, lo que se cree que es debido a que no deriva del benzimidazol y su efecto es

comparable con GE.

Finalmente se encontré que debido a los posibles mecanismos de accion que poseen, pueden
ser de utilidad en el ambito clinico, sin embargo, esto debe comprobarse con ensayos de

toxicidad en un futuro.
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