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1.0 RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad inhibitoria contra Helicobacter pylori
de 11 derivados del acido carbamico mediante los métodos Kirby-Bauer y dilucién
en agar.

Se utilizé una cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504 la cual se hizo crecer en
agar para Campylobacter suplementado con sangre de caballo al 5%, incubando
bajo condiciones microaerofilicas durante 3 dias

De acuerdo a los resultados por la técnica de Kirby-Bauer se observd una mayor
inhibicion del compuesto LQMI96, y se presento el microorganismo inerte ante
LQMSO03. Estos resultados se corroboraron con el método de dilucion en agar el
cual de acuerdo con la NCCLS es especifico para las pruebas de susceptibilidad
para Helicobacter pylori. Los datos obtenidos permitieron tener una referencia de
la actividad de los compuestos en estudid contra el germen.

La mayor actividad antibacteriana contra Helicobacter pylorn fue de los compuestos
LQMI996 y LQMS04, por ambas técnicas; adicionalmente fueron determinados los
valores de tas CMI para los 11 derivados del acido carbamico contra el

microorganismo mencionado.
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2.0 INTRODUCCION

La infeccion por Helicobacter pylori (H. pylor) es extraordinariamente comun, en
particular infecta la mucosa gastrica humana provocando gastritis crénica, y se
asocia con ulcera péptica la cual es una enfermedad frecuente que enfrenta
importantes costos economicos y, antes de que la comunidad cientifica adoptara a
esta bacteria, como ei agente causal de la enfermedad, ya habia constancia de la
elevada tendencia recidivante que presentaba la ulcera gastrica, con cifras que se
estimaban al afio entre el 50 y 75%, y que ademas en estadios extremos

desarrolla cancer gastrico.('>

H. pylori fue inicialmente considerada como huésped de la mucosa gastrica, ya
que se estima que la mitad de la poblacién mundial esta colonizada por esta
bacteria, pero su capacidad de producir un sin nimero de sustancia que dafian la
mucosa, ademas de desencadenar reacciones organicas por parte del huésped
las cuales no logran erradicar la infeccion, también juegan un papel importante en
el daifo a la mucosa y su tendencia a causar enfermedad (10-15% de los
colonizados), lo que determinan su significado e importancia en la salud pdblica.
Se sabe que ios factores de riesgo para contraer la infeccion incluyen un bajo nivel
sociocultural, la pobreza, deficientes condiciones higiénico-sanitarias entre otras.
Por lo cual es un problema de salud en nuestro pais. “%

El tratamiento contra H. pylori, incluye el empleo de una terapia triple: un
compuesto de Bismuto, un antibidtico (un derivado imidazolico) y un inhibidor de la
bomba de protones, sin embargo se ha visto una creciente generacion de
resistencia del microorganismo (m.o.) a compuestos como el metronidazol (MTZ) y
claritromicina (CTM) lo cual hace que el éxito de la terapia se vea disminuida,
ademas de generarle al paciente diversos efectos colaterales como cefalea y

nauseas. @9
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Por lo anterior se crea la necesidad de buscar alternativas de tratamiento
antibidtico ya que en la mayoria de las infecciones, unicamente colocan su grano
de arena para desbalancear ias fuerzas a favor del hospedero y facilitar la
eliminacion del parasito. Sin embargo, o que ocurre en el contexto de las
gastropatias asociadas a H. pylori, es que la poderosa y continua respuesta
inmunolégica es evadida por el microorganismo o madificada de tal manera que la
hace ver impotente o incluso en ocasiones beneficia al parasito. De esta manera,
el disefno de una estrategia terapéutica debe ser capaz por si misma de erradicar
este microorganismo, recibiendo muy poca asistencia de los mecanismos inmunes
del huésped. '

Los carbamatos son sales de acido carbamico, cristalinas y estables a la
temperatura ambiente, en las cuales se les han dado diversas utilidades como
plaguicidas e insecticidas, con cierta actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa,
y algunas otras como anticancerigenos, asi mismo se han sintetizado derivados
cuya estructura les pemmite tener una actividad antiparasitaria y antimicrobiana
importante. Estos ultimos compuestos podran representar una nueva posibilidad
para el tratamiento antibiGtico de las gastropatias asociadas a H. pylon.('"=

La actividad antibacteriana de un agente se mide in vitro para determinar su
potencia y ia sensibilidad del microorganismo, en el caso especifico de H. pylori
considerado como un microorganismo de condiciones especiales de crecimiento la
National Comité For Clinical Laboratory Standard (NCCLS) ha recomendado el
método de dilucion en agar. (427
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3.0 GENERALIDADES

3.1. Helicobacter pylori

Durante muchos afios la udlcera gastroduodenal habia sido vista fundamentalimente
como una enfermedad psicosomatica, involucrandose el acido clorhidrico (HCH)
como el principal factor responsable. En 1959 Fitzgerarid relaciona la patologia
gastrica con una actividad ureasica debida a contaminacion bacteriana, pero fue
hasta 1983 que Marshall y Warren, describen a una bacteria Gram negativa como
agente causal de los trastornos gastricos que hasta entonces habia sido
considerada como huésped del estdmago, sin ninguna relacion con la enfermedad
acido péptica. Fue aislada por primera vez de medio de cultivo agar chocolate
bajo condiciones microaerofilicas. Inicialmente se le identificd como
Campylobacter pylondis/pylori y en 1989 Goodwin crea el género Helicobacter
basandose en la secuencia de bases de |la molécula 16S del acido ribonucleico
ribosomal (RNAr) y desde entonces se han aislado al menos otras 19 especies
que infectan al hombre y animales('2 %

En los ultimos 13 afios se han publicado mas de 6000 trabajos sobre H. pylori,
dato que expresa claramente el enorme interés que este microorganismo ha
despertado en la comunidad cientifica mundial.

3.1.1. Caracteristicas morfologicas

H. pylon es un bacilo Gram-negativo curvo (0.5-1 x 2.5-4u), en forma de espiral,
posee de 1-8 (4-6) flagelos unipolares envainados con aspecto de coma o S, al
ser observado en el microscopio optico, con un ensanchamiento en el extremo
distal lo que o hace altamente movil (fig.1), ocasionalmente adopta formas
cocoides, las cuales pueden considerarse como formas de su estado latente que
le permiten mantenerse viable en un medio muy adverso. Es un m.o. de
crecimiento lento, toma de 3-7 dias para poder apreciar las colonias en medios de

10
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cultivo sdlidos y su crecimiento en el laboratorio se requiere de condiciones de
microaerofilia (10% de CO2 5% de Oxigenc y 85% de Nitrégeno) y medios
anificiales ricos en nutrimentos como: pepiona, triptona, extracto de levadura,
glucosa, y sales como cloruro de sodio, bisulfito de sodio, suplementados con
sangre de caballo, polienriquecimiento, suero fetal bovino (SFB) o ambos.
Morfologicamente se identifica en el agar como colonias pequenas translucidas y
relucientes con una elevacion convexa, un borde entero y una 2zona débil de
hemolisis pr1 048

fig1. Imagen de H pyfor ar por cor 10,000x, que muestra la torma
encorvada y flagelar de la bactena que le permite impulsarse en la mucosa gastrica.
de Re h Lai www._hpylari.com. au)

3.1.2 Caracteristicas bioquimicas

Su caracteristica bioquimica mas sobresaliente es la abundante produccidn de la
enzima ureasa, que cataliza la hidrdlisis de fa urea en amonio y bidxido de
carbono; la produccién de amonio as un mecanismo importante para la
sobrevivencia de la bacteria en un ambiente con pH tan acido como e! jugo
gastrico. Ademas presenta actividad de Catalasa, Oxidasa, Fosfatasa alcalina,
DNAsa, Leucina y Arginina arilamidasa, no reduce nitritos ni produce hidrolisis de
Hipurato. (459
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3.1.3. Patogenia de la infeccion

La infeccion por H. pylori es silente en la mayor parte de los casos, por ser
asintomatica. A lo largo de su historia natural puede manifestarse como una
dlcera péptica que la desarrolla uno de cada seis infectados aproximadamente.
Otra patologia importante asociada a H. pylori es el adenocarcinoma y linfoma de
estomago el cual se ha confiimado es 6 veces mas frecuente en la poblacién
infectada.®®

H. pylori no es un m.o. invasivo, habita en forma libre en el epitelio gastrico antral
y en las criptas gastricas, en el moco, en la superficie de las células epiteliales o
en el intersticio celular. También puede hacerio en el epitelio gastrico ectépico
encontrado en duodeno, esdfago, etc. La bacteria posee la capacidad de
modificar la estructura epitelial y alterar la difusion de iones de Hidrogeno, esto
genera cambios en la capa mucosal y disminuye la capacidad de proteccion
haciendo susceptible al epitelio a la agresion por el HCI, este es uno de los
elementos secretados por el estomago capaces de producir dafo a la propia
mucosa. En condiciones normales las células parietales son las encargadas de
producir HC| (basal o postestimulacion), para lo que cuenta con receptores
especificos en la superficie de la membrana. Los que activan su produccién son: la
histamina, acetilcolina y gastrina, en tanto que el principal inhibidor es la
somatostatina. En presencia de H. pylori se producen anormalidades importantes
en la secrecion de estas homonas elevando la produccion de gastrina en

condiciones basal Yy PC imulacion por alimentos, asi mismo disminuye la

concentracion de somatostatina en el antro y la cantidad de células D.

Este m.o. presenta una superficie con elevada hidrofobicidad superior a |la de otras
bacterias qQue unida a la gran actividad de ureasa desprende una mayor
produccion local de amonio, éste por efecto toxico directo o por cambios del pH
pericelular desencadena dafo epitelial (fig.2), ya que al alcalinizar el pH local
lesiona a las células superficiales, lo que hace al ambiente menos hostil para
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favorecer la proliferacion de la bacteria. La presencia de las enzimas superdxido
dismutasa y catalasa le permiten tener una resistencia a la fagocitosis y le confieren
una mayor afinidad por la mucosa gastrica faciltando su penetracion,@@3132

Jage Gastrice

del pH p por H. pylori
en ta mucosa i (¢ de Helk F

http:/Awww. helico.com)

3.1.3.1 Factores de virulencia

En los ultimos estudios publicados en relacion a la fisiopatologia de 1a infeccién se
menciona que la virulencia del H. pylori esta relacionada con la presencia de un
gen denominado Vac A, codificador de una citotoxina vacuolizante que se
encuentra en la mayoria de las cepas. Se le comrelaciona con la capacidad
toxigena de 1a bacteria, siendo el subtipo S1 el que esta asociado con la ulcera
péptica. Entre los factores de virulencia del H. pylori se encuentran las proteinas
de membrana o superficiales, aigunas de las cuales estan implicadas en
fenomenos de adhesion y en ta alteracion de la arquitectura del epitelio mucoso
gastroduodenal, ademas de relacionarse con la actividad endotéxica dei germen.
Se ha sugerido que dicha toxicidad estaria ligada a un lipopolisacdrido (LPS) de la
superficie del m.o. ya que, a diferencia de otros Gram negativos, sus LPS son
inmunogeénicos con |lo que logran evitar en gran medida ios mecanismos de
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defensa del hospedero y le permiten mantener la infeccion por décadas.
En las lesiones digestivas mediadas por LPS bacterianos, han sido implicados
fosfolipidos plaquetarios, cuya actividad se ha detectado en cultivos de H. pyfori
con las mismas propiedades biologicas y fisiologicas que el factor activador
plaquetario (PAF) liberado por diversas células eucariotas.®®

Oftro de los conceptos desarrollados es la relacion entre los genes Cag A, By C
con la produccion de proteinas que danan la mucosa y Que se encuentran en
el 60% de las cepas detectadas en los paises en desarrollo y se les asocia a
ulcera, gastritis atrdfica y cancer, sobretodo a la presencia del gen Cag A en la

cepa infectante.©'?
3.1.3.2 Efectos sobre el sistema inmune

Un efecto caracteristico de la infeccion por H. pylor, es la activacion de neutréfilos
polinucleares (PNN) que se traduce en un profuso infiltrado inflamatorio de las
areas superficiales de la mucosa (fig.3), lo cual, esta mediado por la interleucina-8
(IL-8), asi como por la proteina Cag A de la bacteria que posee potente capacidad
quimiotactica y la presencia de anticuerpos contra esta proteina se asocia con
elevacion de los niveles séricos de pepsindgeno, un marcador de inflamacion de (a
mucosa gastrica. 5%

La activacion da lugar a la produccion de citocinas, aumento de los fenémenos
oxidativos locales y de la expresion de moléculas de adhesion intercelulares tipo |
(ICAM--1). Las células de la mucosa gastrica también producen estas moleculas
lo que junto a la produccion de IL—8 puede contribuir al desarrollo de los procesos
inflamatorios inducidos por la infeccion de H. pylori. Aproximadamente la tercera
parte de las cepas inducen fuerte actividad oxidativa mediada por
polimorfonucieares. Las cepas que tienen esta capacidad son significativamente
mas frecuentes en pacientes con enfermedad ulceropéptica, que en aquellos con
gastritis crénica activa.®

TESIS CON _ .
FALLA DE URIGEN




Se ha comprobado que asociado a la infeccion por H. pylorn, se produce un
incremento pronunciado de la poblacion linfocitaria T, una importante fraccion de
las cuales expresan en su superficie receptores para IL-2 acompaiado de un
aumento de moléculas clase i del complejo mayor de histocompatibitidad

(CMH). >

Fig.3 La interaccion de H. pyfori con 1as céluias epretiales, estimula
{a quimictaxis de neutrdfilos y macrifagos produciendo asi inflamacion
crénica. fomads de ILADIBA (1996) **

TESIS CON
FALLA DE ORiGEN
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3.1.4 Diagnostico

Los métodos empleados para el diagnédstico de H. pylori involucran pruebas

invasivas y no invasivas, cualquiera de estas pruebas son de alta especificidad y

sensibilidad.

a) Directas o invasivas : Incluyen la realizacion de una endoscopia al paciente

b

-~

en el cual las biopsias son tomadas de sitios miltiples en el esdéfago,
estomago y duodeno. A estas se les realiza la prueba de ureasa en tejido, a
demas histologia para analizar a través del microscopio con ayuda de
algunas tinciones (tincion de plata de Warthin-Starry, Hematoxilina-Eosina,
Giemsa, Naranja de Acridina, bromuro de etidio y Gram) y cultivo
bacteriologico de las muestras obtenidas.

Indirectas o no invasivas: se dividen en dos grupos, jos serologicos que
determinan la presencia de anticuerpos anti-Hp 19G en el suero. Se realiza
por el método de ELISA o mediante inmunoblot que detecta respuesta
serologica frente a diferentes anticuerpos. La prueba con saliva para
H. pylori no es tan sensible ni tan especifica como las basadas en suero y la
prueba con jugo gastrico esta en espera de validacion.

Los test del aliento dtilizan urea marcada con C-13 o C-14 y se basan en la
capacidad que tiene H. pylori en hidrolizar wea mediante su weasa.
Después de ingerir urea marcada se puede medir la cantidad de CO:
marcado liberado, que se producird si el paciente esta infectado con
H. pylon.

Recientemente se han propuesto y puesto en practica otros métodos de

diagnostico como:

a) Determinacion de antigeno en heces: Es un método en investigacion que

parece presentar una buena sensibilidad y especificidad. Se utilizan
anticuerpos policionales de raton (Premier Platinum HpSA) o anticuerpos
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monocionales de clase piural (FemtoLab, Connex GMBH). Los cuales
reconocen antigenos de H. pylori en muestras de heces mediante una
ELISA.

Prueba del hilo: Destacando la posibilidad de realizar un cultivo del
microorganismo sin necesidad de realizar una endoscopia digestiva, sin
embargo, la muestra se manipula mucho y puede en consecuencia estar
muy contaminada y resulta desagradable para el paciente.

b

~

c) PCR: Las técnicas de PCR han demostrado claramente algunas ventajas
como la posibilidad de utilizar diferentes tipos de muestras (saliva, heces,
muestras de agua, jugo gastrico, etc) o aun muestras mal conservadas. Sin
embargo, es importante aplicarlas con precaucion debido a la posibilidad de
contaminaciones cruzadas. Estas técnicas tienen un valor en métodos
especiales como deteccion de resistencia a macrdlidos, deteccion de
factores de virulencia o bien con fines epidemioldgicos, ©12.13.2250)

3.1.5. Tratamiento

{La necesidad de erradicacion de estos microorganismos esta aceptada hoy dia en
determinadas situaciones clinicas, y el uso de antibidticos esta claramente
indicado en los enfermos con ulcera péptica infectados por H. pyfori @

En los ultimos afos el tratamiento de eleccion para los pacientes con ulcera
péptica infectados por H. pylor, tanto en la etapa inicial como para la recurrencia
de la enfermedad incluye antimicrobianos junto con los farmacos antisecretoras de
HC!. Los farmacos que han sido utilizadas en diversas composiciones son
amoxicilina, metronidazol, tetraciclinas, eritromicina, dlaritromicina, asi como
sales de bismuto (peptobismol) y antagonistas de los receptores de Hz o los
inhibidores de la bomba de protones de las celulas pariétales gastricas como el
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omeprazol o lansoprazol, (cuadro 1). Estos compuestos se sabe que actuan
sinérgicamente con los antimicrobianos, aunque no se conoce las razones
de ello. (10,11,149)

Algunos conceptos de ios factores que influyen en la eficacia erradicadora de los
antimicrobianos, incluyen al pH gastrico, la biodisponibilidad, penetracion tisular y
actividad antibictica. Por otro lado los efectos de los inhibidores de la bomba de
protones sobre el m.o., la cual produce una inhibicion de la ureasa bacteriana,
parecen ser dosis dependiente y probablemente estén relacionados con la unién
covailente de estos farmacos con los grupos sulfhidricos de la enzima, debido a
que la bacteria puede en parte depender de la actividad de ureasa, tanto para su
actividad patdgena como para obtener sus requerimientos metabodlicos. En cuanto
a la accion directa, se ha establecido que el incremento del pH gastrico ejerce una
mayor eficacia y concentracion local de los antimicrobianos, disminuyendo el

efecto de las inmunoglobulinas y preservando la funcion leucocitaria.''-'2'9)

ESQUEMA DE TRATAMIENTO DOSIS
Inhibidor de la bomba de protones Dosis estandar
+ Claritromicina 500 mg
+ Amonxicilina 1000 mg
de ta de p Dosis estandar
+ Claritromicina 500 mg
+ Metronidazol 400 mg
Ranitidina con citrato de bismuto 400 mg
+ Claritromicina 500 mg
+Amorxicilina 1000 mg
Ranitidina con citrato de bismuto 400 mg
* icina 500 mg
+ Metronidazo! 400 mg

Cuadro 1. Esquemnas de tratamiento de siete dias contra ka infeccion por H. pylori, mas
ik 7 de Py Medley Mex. (2001)




3.1.6. Epidemiologia:

Los estudios epidemiolégicos han mostrado que la infeccion por H. pylori ocurre
en la poblacion mundial, sin embargo su incidencia entre paises desarrollados y
en vias de desarrollo es significativamente diferente mostrando en los primeros de
0.5-1% su presencia en ninos menores de 10 afos y en los segundos 80% en
nifos de la misma edad.

La enfermedad acido péptica es por definicion cronica. Un 85-100% de los casos
de uGlcera duodenal esta asociada a H. pylori. En México se ha detectado en el
95% de los casos. SV

Se considera, que el cancer de estormago es la segunda neoplasia mas frecuente
en el mundo con mas de 470,000 nuevos casos al ano, lo que representa et 10%
del total de tumores malignos reportados. Sesenta por ciento de esos pacientes se
presentan en paises denominados en vias de desarrolio. Las tasas de incidencia
mas altas son detectadas en China y en otros paises del Este Asiatico, asi como
en Rusia; este tumor es el mas frecuente en hombres en paises de Sudamérica.

En México, el carcinoma gastrico ocupa e! segundo lugar como causa de muerte
en pacientes que fallecen con cancer. En el bienio 1993 -1994 se registraron 2,343
casos ocupando el quinto lugar por frecuencia, tercero en hombres y sexto en
mujeres. Se estima que la tasa de mortalidad es de 5.5 x 10 5, =59

Los estudios actuales muestran que practicamente todas las personas (90% a
95%) con ulcera duodenal estan infestadas por la bacteria, cuya presencia,
asociada con gastritis crénica, incrementa hasta 12 veces el riesgo de desarrollar
la entidad en un término de 10 a 20 anos. Se calcula, ademas, que 60% a 70% de
quienes padecen ulcera gastrica estan colonizados por el germen"s"’
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A nivel mundial, el 50% de la poblacion de 60 arios padecen la enfermedad y es
rara en los ninos. En México, la prevalencia de la bacteria aumenta con la edad,
se presenta en un 20% en nifos de 1 ano y 50% en nifics menores de 10 afios
alcanzando mas del 70% positivos en personas de 20 afos, lo que indica que en
nuestro pais la infeccion por el m.o. se adquiere en edades tempranas.

Los sintomas comunes incluyen dispepsia, dolor abdominal, anemia, vomito y
ocasionalmente masa palpable. Una vez infectada con H. pylon normalmente una
persona continua portando el m.o hasta que se usan medicamentos para curar |la
infeccion, que no siempre elimina completamente la bacteria, 54659

La ocurrencia de la infeccion por H. pyloni se correlaciona mas con el nivel
socicecondmico que con ia raza. Casi todas las personas con ulcera duodenal
estan infectadas y por el contrario es muy poco probable que la persona sin
H. pylori llegue a desarrollar dlcera duodenal.

Los mecanismos especificos de transmision de la bacteria siguen sin determinarse
pero por el hecho de ser tan comun la infeccion y su amplia distribucion se ha
postulado que tanto el agua como los animales son fuente de infeccion, sin
embargo, la via de transmision que esta claramente establecida es la oral-fecal,
esto se sustenta en la identificacion de H. pylori en heces reportada en los
estudios realizados por Thomas y Cols. (1992), en los que se demostré su
presencia en 1 adulto y 9/23 nifios; o el de Kelly y cols. (1994) en 12/25
adultos, positivos comprobada por PCR prueba de urea y primers especificos
Cag A. Se ha descartado la transmisién oral-oral en adultos, esto basado en la
discordancia de infeccidn en parejas, si bien se mencionan estudios en los cuales
se comprobo la presencia de H. pyfori en la cavidad oral, saliva y placas dentales
por PCR, no se han recuperado en cultivo esto debido a que la saliva humana
muestra actividad inhibitoria in vitro frente a la bacteria y parece estar relacionado
con la presencia de la flora normal de la cavidad oral. Se mencionan en algunos
trabajos, factores de riesgo propios del huésped, destacando el papel de la



herencia como determinante de la susceptibilidad a la infeccion, demostrado en
investigaciones realizadas en pares de mellizos (57%). a demas del bajo nivel
sociocultural, la pobreza, condiciones higiénico-sanitarias deficientes, alcoholismo,

tabaquismo, entre otras (cuadro 2). 868119

La tasa de reinfeccion en aduitos después de la erradicacion son muy bajas
(0.5-10% por afo); sin embargo, en la poblacion pediatrica son elevadas y este
fenédmeno posiblemente obedezca al seguimiento de habitos higiénicos.

’_Pﬁipales factores de riesgo para contraer infeccion por
Helicabacter pytori
* Condiciones insalubres
“Hacinamiento
*C de agua
*Residir en comunidades cerradas
*Factores genéticos (gen HL.S-DQA 1)
“Bajos niveles de vitamina C

Cuadro 2: Factores de fiesgo para adquinr infeccion por H. pylorn.
Modficado de Pylopac Medley, Méx. (2001)




3.2 ANTIMICROBIANOS

Desde el siglo XVII se han empleado varias sustancias quimicas para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, en 1889 Vuillemin, en un trabajo
titulado Antibiose et symbiose, crea el término antibiosis para describir la lucha
entre seres vivos para la supervivencia. Mas tarde, Ward adopta esta palabra
para describir el antagonismo microbiano. Con posterioridad, ya en plena era
antibidtica, significd durante algun tiempo, sustancia extraida de seres vivos, ya
fueren bacterias, hongos, algas, etc, con capacidad para anular la vida de diversos
microorganismos, pero no fue sino hasta el siglo XX, que comienza I|a
quimioterapia como ciencia con los estudios de Paul Ehrich quien fue el primero
en formular los principios de la toxicidad selectiva y reconocer las reacciones
quimicas especificas entre los microorganismos y los medicamentos ya que
descubrié que las arsefaminas (compuestos con base en arsénico) atacan al

Treponema palidum, causante de |a sifilis en el hombre. 7

Durante el transcurso del siglo pasado la investigacidn quimioterapeutica se centré
principalmente en las sustancias de origen microbiano. Ademas del desarrolio de
la penicilina descubierta por Fleming en 1929, se dio el de otras sustancias como
la estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol y otras. De esta manera el téermino
AGENTE ANTIMICROBIANO implican a sustancias quimicas sintetizadas parcial o
totalmente en laboratorio que son capaces de inhibir el crecimiento y/o destruir
microorganismos, por su parte el término ANTIBIOTICO, del griego anti ("contra”)
y bios (“vida"), se refiere a una sustancia producida por un m.o {a cual en bajas
concentraciones tiene accion antimicrobiana, aunque generalmente ambos
términos son empleados indistintamente para denotar farmacos naturales
o sintéticos. 7>

Los microorganismos que producen los diferentes antibidticos tienen una amplia
distribucion en la naturaleza, sin embargo, de los varios cientos producidos de
forma natural que se han purificado sélo un minimo de ellos han resultado o
suficientemente poco toxicos como para ser utilizados en ta practica meédica.
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En la actualidad ios de mayor uso se han obtenido de un grupo reducido de m.o
que pertenecen a los géneros Penicillium, Streptomyces, Cephalosporium,

Micromonospora y Bacillus.

(a0)

3.2.1 Tipos de agentes antimicrobianos:

Desde el punto de vista practico existen:

Desinfectantes: sdlo se aplican a sistemas inanimados y eliminan la carga
microbiana total.

Sanitizantes: solo se aplican a sistemas inanimados y disminuyen la carga
microbiana total.

Antisépticos: reducen y controlan la presencia de microorganismos
potencialmente patdgenos, solo se pueden aplicar externamente en seres
vivos (piel y/o mucosas).

Antimicrobianos de uso sistémico: reducen y controlan la presencia de
microorganismos que han invadido los tejidos. Actuan en el organismo,
pudiendo ser ingeridos (via oral), absorbidos por piel (apo6sitos) y/o
inyectados.

La mayoria de los antibiéticos son moléculas complejas, con regiones hidrofdbicas
que facilitan el transporte al interior de la célula. Muchos poseen varios anillos,
algunos de los cuales mejoran la interaccion de la molécula con la bacteria de
manera que se pueden clasificar segun su origen, efecto antimicrobiano, espectro
de actividad y mecanismo de accidn (cuadro 3). Respecto a este ultimo es preciso
tener presente que puede haber un cierto nimero de estadios entre el efecto
inicial o primario de la droga y la consiguiente muerte de la célula. Ademas

algunos agentes pueden tener mas de un sitio primario de ataque o mecanismo de
accion, (950



ORIGEN

CLASIFICACION TWO DEFWNI
Naturales Apartir da m.o.
Sintéticos Sintesis quimica

Semisintéticos

Modificacion quimica de
antimicrobianos naturales

Bacteriostatico Impide e desamolo del m.o. sin
EFECTO ANTIMICROBIANO destruirio
Bactericida Accidn letal sobre el m.o.
Actuan sobre un gran num. De
Amplio ~ Ej:Te
ESPECTRO DE ACTVIDAD Actlian sobre un kmWtado nom de m.o.
Intermedio EjMacrolidos
Actian sobre un num pequeio de
Reducido m.os. Ej: Polimixina

MECANISMO DE

ACCION

Inhibicion de la sintesis de a parad
celular,

Inhibe la sintesis de peptidoglicano
mediante la  inhbicon de la
noorporacion de  la  D-alanina  al
Yy la i icion de la
tranapeptdacion que dan origen a la
rigidez de la pared.

fnhbicion de la funcidn de la

Alamente thacos, (nterdioren en B

membrana citoplasmitica de ki y
de las bactorins
dela Inhben a nivel de RNA polmerasa

inhibicion de la sintesis de acdos
Nudeicos

Actuan en ia fase de duplicacon y
franacrpoion, que dafia ta
plicaciin v de 8

coluta.

Transformaciones metabdlicas en el
citoplasma

Cuadro 3 Clasficacon y descnpcion de antimcrobsanos.
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Los antibidticos mas abundantes y los mejor estudiados, son los que interfieren
con enzimas de la biosintesis del peptidoglicano de las eubacterias, como los
p-lactamicos, fosfomicina, cicloserina, vancomicina y bacitracina. También los que
interfiaren con la sintesis de proteinas en la funcidn de ribosomas tanto en ia
iniciacion (subunidad 30S) por ejemplo las tetraciclinas como en ta elongacién
(subunidad 508): cloranfenicol, eritromicinas, lincosamidas; en ambas con muerte
bacteriana como los aminoglucosidos, (fig. 4).¢"

Asi mismo la modificacion quimica de las molécujas por biosintesis ha constituido
un método en el desarrollo de nuevos antimicrobianos, como los aminoglucésidos,
el acido paraminosalisilico (PAS) y ios nitrofuranos. Mas recientemente otros como
los p-lactamicos de nuevas estructuras, los fluoroquinolonas y macrolidas. @4

fig. 4. Sthos de accion de la mayoria de los agentes antimicrobmnos. ( de Kotek. is Pharma,
México, 2001)



La eficacia de los farmacos antimicrobianos depende del grado de sensibilidad de
los microorganismos bianco, de esta manera los antimicrobianos de uso sistémico
deben reunir las siguientes caracteristicas:

« Deben ser mas bactericidas que bacteriostaticos

e Deben mantenerse activos en presencia de plasma y liquidos corporales

* Es deseable que sean efectivos frente a un amplio espectro de m.o.

e Los m.o. susceptibles no se deben volver resistentes genética o

fendtipicamente.
e No deben ser toxicos y los efectos colaterales adversos tienen que ser

minimos para el huésped.
3.2.2 Métodos para determinar la actividad antimicrobiana:

Los métodos de susceptibilidad o actividad antimicrobiana (antibiogramas), son
técnicas in vitro bajo condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas, que
refrejan la capacidad de uno o mas antibidticos frente a una poblacion bacteriana
e incluyen las pruebas de Difusion en agar (discos), Dilucion en agar, Dilucion en
caldo (cinética de crecimiento), Métodos automatizados, E-test, ensayo enzimatico
y cromatografia. @29

3.2.2.1.- Difusion en agar:

Este método, que es el mas frecuentemente usado, es también llamado de
difusion por disco o de Kirby-Bauer es cuantitativo y requiere la medicion de los
diametros de la zona de inhibicion que suministran estimaciones reproducibles de
la susceptibilidad de las bacterias a los antibidticos. Estos procedimientos
estandarizados requieren el uso de concentraciones inoculadas estandarizadas.
En este caso, el microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de
agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con diferentes
concentraciones conocidas del antibidtico. Las placas se incuban por 16-18 horas
a 35°C. Durante la incubacion, el antibiotico difunde en forma radial desde el disco



a través del agar, por io que su concentracion va disminuyendo a medida que se
aleja del disco (formandose un gradiente de concentracion), en un punto
determinado, la concentracion del antibidtico en el medio es incapaz de inhibir al
germen en estudio, el diametro de! area de inhibicion alrededor del disco puede
ser convertido a las categorias de susceptible, intermedio o resistente (S, I, o R)
de acuerdo a las tablas publicadas por el National Committee for Clinical
Laboratories Standards (NCCLS) La interpretacion requiere la correlacion entre el
diametro obtenido en el disco y la concentracion del antimicrobiano en el disco. Si
las recomendaciones para realizar este método son fielmente seguidas, las
categorias se correlacionan muy bien con los resultados de los otros

métodos. (75
3.2.2.2 Dilucion en agar

Es considerado el método de referencia. En éste se pueden probar muchas cepas
simuitaneamente, por su capacidad de detectar heterogeneidad o contaminaciéon
microbiana y por su reproducibilidad. Aqui no se diluye el agar sino el
antimicrobiano. De esta forma las placas que contienen una determinada
concentracion de un antibidtico son inoculadas con el microorganismo en estudio y
luego incubadas por 16 a 18 horas. Después de la incubacion, se examina si el
organismo crece 0 no en cada una de las placas, con lo cual se obtiene la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para el antibiético, en esta dilucién el
compuesto presenta un efecto bacteriostatico. Si una cepa de S.aureus crece en
una placa que contiene una concentracion de oxalina de 0,06 ng/ml pero no crece
en una placa con una concentracion de oxalina 0,12 ug/mi, significa que la CMI de

oxalina que se requiere para inhibir a ese organismo es 0,12 pg/m|. (922440

3.2.2.3 Dilucion en caldo-

En este caso se usan tubos o microplacas que contienen concentraciones
crecientes de un determinado antibidtico. Dentro de un caldo de cultivo el



organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la
microplaca y se lee CMI después de la incubacion, de la misma forma descrita
anteriormente para el método de la dilucion en agar. Adicionaimente, en este
método se puede determinar la concentracion minima bactericida (CMB) la cual se
obtiene por subcuitivo de los volumenes de los tubos hacia el medio libre de

antibidtico y examinado para crecimiento bacteriano. "2

3.2.2.4 E-test.

Este método ha sido descrito recientemente y representa una sofisticada
combinacion de los anteriormente descritos. El E-test es mas simple que otras
técnicas para obtener una CML. Utiliza una tira de plastico no poroso de 6 cm de
largo po 5 mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano
equivalente a 15 diluciones que wvan desde 0,016 ug/mt hasta 256 ug/mil.
El protocolo para preparar el inéculo es el mismo que para ia difusion en disco.
Esta tira se pone sobre una placa de agar que ha sido inoculada con el organismo
en estudio. Después de incubar la placa por 16 a 18 horas, se forma un drea de
inhibicion de forma eliptica y simétrica, en Ia cual la CMI sera el valor obtenido en
el punto en el que el extremo de inhibicidon intersecciona con la tira y puede ser
leida directamente. Ha sido utilizado en estudios de susceptibilidad en gérmenes
problematicos o con requerimientos especiales, como: H. pylori, Streptococcus
pnemoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae y m.o. anaerobios.

El E-test se considera como método alternativo para el estudio cuantitativo de la
sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez y buena correlacion

con la técnica estandar de dilucion en agar para el estudio de CMI. (1429

La meta principal del estudio de susceptibilidad es proveer al clinico algunas
recomendaciones sobre la terapia que puede ser mas apropiada en pacientes con
una infeccion especifica. No obstante, la correlacion exacta entre los resultados
in vitro y la respuesta clinica es muchas veces dificil de predecir, ya que existen



numerosos factores tanto del agente antimicrobiano como del hospedero y del
microorganismo (cuadro 4) que influyen en su interaccion en un determinado
paciente ™

Factores del agente

L N F del F det microor
antimicrobiano
Farmacaocinética Enfermedad de base Vinulencia
Alta concentracion de

Union a proteinas del plasma Estado inmunologico R I
microorganismos

Vias de administracion Formacién de absceso Infeccién mixta
Accion bacteriostatica o Desarmolio de resistencia
. Presencia de cuerpo extraio
bactericida durante el tratamiento

Concentracién en el sitio de

Funcién renal o hepatica
infeccién

C imiento del tr

Cuadiro 4. Factores que influyen en los resuttados de los ar gl yla climca de
referencia 24)

La metodologia usada para realizar el estudio de susceptibilidad toma en
consideracion algunos de estos factores para determinar mas eficientemente
como un microorganismo podria responder in vivo a un determinado antibidtico. La
reproducibilidad de estas pruebas es de %t 1 dilucidon y para evitar una gran
variabilidad deben ser estandarizadas y controladas muy cuidadosamente. De
esta manera las pruebas de sensibilidad mediante dilucion son muy udtiles en:

1.- El estudio de nuevos agentes antimicrobianos.
2.- Cornffirmacion de resistencia a aminogliucosidos determinada por pruebas de
difusién en discos. 79229




3.2.3.- Resistencia bacteriana

La sintesis de agentes quimioterapéuticos artificiales y el descubrimiento y mejora
de los antibidticos han supuesto en este sigio una auténtica revolucion meédica en
el tratamiento de enfermedades infecciosas. Sin embargo, la extrema versatilidad
y adaptabilidad de ios microorganismos ha impedido que la victoria humana sobre
las bacterias patégenas haya sido total, muchas bacterias han desarrollando en
los ultimos decenios mecanismos que las protegen frente a muchos farmacos. Asi
la capacidad de resistencia a antibidticos que presentan los microorganismos,
puede ser una caracteristica intrinseca, o bien puede resultar de la presion
selectiva que surge en un ambiente alterado por el uso indiscriminado o
exagerado de antimicrobianos, como frecuentemente se observa en situaciones

clinicas.‘®

Para comprender en qué forma los microorganismos manifiestan resistencia a los
diversos antibidticos, es importante conocer:
e Las propiedades de dichos compuestos

La forma como son transportados al interior celular
® La alteraciones que provocan en la célula bacteriana
° Las caracteristicas que les confieren propiedades antibacterianas

Su mecanismo de accion "

En este contexto, es necesario considerar conceptos como:

e Cepa insensible. Es aquella cuyo fenotipo silvestre le permite "resistir’ de
modo natural a un determinado antibidtico. La base de esta insensibilidad
suele ser alguna estructura de la bacteria que actua como barrera (como
por ejemplo, la membrana externa de Gram-negativas, que dificulta el paso
de muchos agentes antibacterianos).

e Cepa resistente. Es una variante surgida por cambios genéticos a partir de

un fenotipo silvestre originalmente sensible
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A partir de ese conocimiento sera posible entender como ha evolucionado la

bacteria para resistir y reproducirse en presencia de un antimicrobiano®®*5%

3.2.3.1 Mecanismos genéticos de la resistencia microbiana.

Los cambios genéticos que explican la resistencia pueden producirse por varios
mecanismos que involucran ya sea al DNA cromosomal, como en la mutacion, o
por la adquisicidon de material genético extracromosomal, por transduccion,

transformacion o conjugacion.

En 1a mutacion, aparecen cambios en ei cromosoma que pueden ser debidos al
azar o a la influencia de agentes fisicos o quimicos. Las mutaciones génicas se
dice que son espontaneas cuando ocurren sin itervencion de procedimientos
mutagénicos experimentales, ademas son aleatorias y afectan a un gen cuaiquiera
con frecuencias dentro del rango de 10° a 107'° por célula y division. De manera
que el surgimiento de ciertas cepas patogenas resistentes a antibioticos se debe al
farmaco que inhibe o mata las bacterias silvestres sensibles, pero no afecta a
aquellas que por mutacion espontanea hayan adquirido un alelo resistente, estos
individuos se multiplican de modo que al final son los mas prevalentes, (7-23:40.41.50

Mas comunmente, la alteracion genética que condiciona la resistencia es
producida mediante la adquisicion por parte del microorganismo, de genes
transportados en plasmidos extracromosomales, mediante transduccion,
transformacion o conjugacion.

Este mecanismo muestra el problema mas serio, ya que:
e esta muy extendido;

e puede conferir resistencia a varios antibidticos a la vez;



e a diferencia del mecanismo mutacional, no suele suponer una desventaja
adaptativa (no disminuye la tasa de crecimiento de la bacteria ni le hace

perder sus propiedades de virulencia).

Es un fenameno de intercambio dependiente de contactos célula-célula y consiste
en el pasaje de genes (determinantes R) desde una bacteria resistente a una
sensible, a través del acoplamiento directo entre las bacterias mediante |a
formacion de un pili sexual. Los determinantes R que pueden contener informacion
para brindar resistencia a varios antimicrobianos a la vez y esto ocurre demasiado
rapido, en un solo paso. Para que ocurra la conjugacion entre bacterias y la
formacion del pili sexual, es necesaria la intervenciéon de otro grupo de genes
denominado factor de transferencia de la resistencia, sin los cuales no puede
realizarse el proceso. El complejo determinante R mas el factor de transferencia
de la resistencia es conocido como factor R. La aparicion de resistencia mediada
por factores R es muy importante entre bacterias Gram negativas, en especial
entre Enterobacterias. Entre los microorganismos capaces de transferir este tipo
de resistencia a bacterias sensibles estan Escherichia coli, Salmonella, Shiguella,
Klebsiella y Pseudomonas aeruginosa. Por este mecanismo se produce
resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, penicilinas Y
aminoglucdsidos.

Aparte de los plasmidos R conjugativos existen otros Nno conjugativos, que sin
embargo pueden ser transferidos entre distintas bacterias por otros medios:

e los plasmidos no conjugativos movilisables pueden ser transferidos por otro
plasmido conjugativo compatible residente en la misma célula.

e por transduccion : Un virus bacteridfago transfiere DNA extracromosomal
bacteriano incorporado en su cubierta proteica, desde una bacteria
insensible a una sensible, ila cual adquiere la resistencia y la capacidad de
transferirla a su descendencia, tal como se ha observado en cepas de
Staphilococcus aureus que adquiere resistencia a las penicilinas. mediante
bacteriofagos
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e por transformacion : e! ADN desnudo del plasmido puede ser captado por
una bacteria sensible receptora y como posee genes que codifican para
resistencia, la bacteria se convierte en resistente para uno o mas

antimicrobianos

3.2.3.2 Mecanismos bioquimicos de resistencia bacteriana:

Los cambios genéticos producidos dan lugar a diversos tipos de alteraciones
bioquimicas en el metabolismo bacteriano, las cuales pueden ser de tres tipos
generales: cambios en el sitio de accion del antimicrobiano, produccion de
enzimas que modifiquen a la droga o disminucion de l|a captacion del

antimicrobiano.

Se han demostrado cambios en el sitio de accion del antimicrobiano en los

siguientes casos:

a) Para aminoglucdsidos, cambios en la proteina receptora de la
subunidad 30S.

b) Para beta lactamicos, alteraciones o aparicion de nuevas proteinas
fijladoras de penicilinas.

c) Para eritromicina y clindamicina, metilacion del RNA ribosomal en la
subunidad 50S.

d) Para quinolonas, alteraciones en la DNA girasa.
@) Para trimetoprim, cambios en la dihidrofolato reductasa bacteriana.
f) Para sulfonamidas, cambios en la dihidropteroico sintetasa.

g) Para rifamicinas, alteraciones en la RNA polimerasa DNA
dependiente.

h) Para vancomicina, cambios en los péptidos de ia pared celular
bacteriana.




En lo relativo a la adquisicién por parte de la bacteria de la capacidad de formar
enzimas que inactiven a antimicrobianos, se conocen los siguientes casos:

a) Para aminoglucdsidos, la aparicion de enzimas adenilantes,
acetilantes y fosforilantes.

b) Para cloramfenicol, la produccion de acetiltransferasa.

c) Para beta lactamicos, la destruccion de los antibidticos por enzimas
beta lactamasas.

Finalmente, para los cambios bioquimicos que reducen la captacion, ya sea
porque disminuyen el ingreso o porque aumentan ia salida o eflujo del
antimicrobiano, se han encontrado los siguientes casos: a) Aumento del eflujo:
para tetraciclinas, macrolidos y quinolonas, mediante la adquisicion de nuevos
sistemas de transporte en la membrana citoplasmatica. b) Reduccion del ingreso
por disminucion de la permeabilidad: para trimetoprim, quinolonas, tetraciclinas,
cloranfenicol y beta lactamicos, por cambios en la constitucion de la membrana
celular extema. @50
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3.3 CARBAMATOS

Originalmente los carbamatos se extrajeron del frijol del calabar que crece en
Africa oriental. Los extractos de este frijol contienen fisostigmina, un ester de
metilcarbamato (Barén, 1991). Los carbamatos o uretanos son compuestos
organicos que poseen una estrecha reiacién funcional con los carbonatos.
Formalmente se trata de la monoamina del acido carbodnico. El acido carbamico
como tal no existe, porque se descarboxila espontaneamente:

o
L —— NH, + CO,
HO™ “NH,

en cambio si existen sus derivados llamados carbamatos, son compuestos sélidos
y estables a temperatura ambiente, cuya estructura general es :

R%)]\N/R‘

o TESIS CON
FALLA DE ORGEN

Fig. S Estructura quimica de carbamatos

Donde R, Rz, ¥ Ras, pueden ser un alquilo o un arilo.

Como todo compuesto quimico sintético los Carbamatos poseen importancia en la
vida diaria en diferentes campos, su uso comenzo en los afios cincuenta como
insecticidas y aproximadamente 25 derivados de los carbamatos estan en uso hoy
como pesticidas y produaos farmaceéuticos en combinacion con otros compuestos.
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Se piensa 'ql.ie eI fnodo de accién de los carbamatos al igual que el de los
organofosforados en Ios insectos es inhibir l1a accion de la acetilcolinesterasa de la
sinapsis nerv:osa ‘en forma reversible de dicha enzima porque la unién enzima-
‘reversnble Los ditiocarbamatos tienen actividad antifangica

'efecto anticolinesterasico. También se han utilizado para el
(17.18,28)

carbamil es"'
y herbicid
tratamierito de’

nomas avanzados.

En estudios ‘recientes se ha mostrado una actividad importante como
antipafasita?ios contra nematodos y como agentes antimicrobianos, un ejemplo de
estos es la telitromicina (fig. 6) que posee un anillo de carbamato en C11-12.
Logra su actividad antibacteriana al unirse con los ribosomas bacterianos
inhibiendo la sintesis proteica, se ha reportado que su inclusion en la teliromicina
le da al antimicrobiano mayor afinidad del compuesto hacia la bacteria, de igual
forma esta registrada la actividad inhibitoria contra E. co/i de los carbamatos en
unidn con quinolonas que inhiben la DNA girasa (fig. 7).

Fig. 6 Estructura de ia telitromicina
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Fig 7. Estructura de i 3°-quinal bamato (Ro 24-4383). (tomada de raferencia 42)

En la industria los carbamatos resultan derivados muy utiles para la identificaciéon
de alcoholes, ademds la formacion de un carbamato también es esencial para la
sintesis de los polimeros llamados poliuretanos que se utilizan como materia prima
en la elaboracion de productos como relleno de colchones, sillas, defensas para
automoviles, etc'®
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4.0 JUSTIFICACION

La infeccidon por H. pylori es considerada en la actualidad como una de las mas
difundidas en el mundo y de importancia clinica. Ha adquirido creciente
importancia en la medida que quedd demostrada su relacion en algunas lesiones
gastroduodenales y su inclusion por parte de la IARC en 1994 (grupo de estudio
del cancer, perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud) entre los agentes
carcindgenos tipo 1. La eficacia del tratamiento de infeccion gastrica causada por
H. pylori, puede ser reducido por la resistencia adquirida a varios farmacos sobre
todo al MTZ y CTM, ampliamente utilizados en los distintos hallazgos de la
infeccion, los cuales han creado resistencia en un (1-85%) Esto ha intensificado
la busqueda de antimicrobianos eficaces que permitan erradicar a esta bacteria
del estomago.®“*? En este sentido es necesario evaluar mas compuestos con
potencial antimicrobiano como los derivados del acido carbamico para definir si
estos pueden ser utilizados en el control y erradicacion de H. pylon.

5.0 HIPOTESIS

Si los derivados del acido carbamico son agentes con actividad potenciaimente
antimicrobiana, es posible que estos compuestos recién preparados inhiban el
crecimiento de H. pylori.



6.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar l|la posible actividad inhibitoria contra H. pylon de productos
quimicos experimentales derivados del acido carbamico en proceso de patente
con numero de oficio: DGAJ/SJPI/7985/00 de la Direccion General de Asuntos
Juridicos. Subdireccion Juridica de Propiedad Intelectual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Determinar la CMI contra H. pylori de 11 productos quimicos experimentales
derivados del acido carbamico utilizando el método de Kirby-Bauer.

2.- Determinar la CMI contra H. pylori de 11 productos quimicos experimentales
derivados del dcido carbamico utilizando el método de dilucion en agar,

3.- Comparar los métodos de Kirby-Bauer y dilucion en agar, para las pruebas de
susceptibilidad a H. pylori
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7.0 MATERIAL Y METODOS

7.1 Cepas:

a). Se utilizé una cepa de H. pylori ATCC 43504.

b) La bacteria fue identificada realizando tincion de Gram y las pruebas
bioquimicas de oxidasa, catalasa y ureasa.

c) Se cultivé en agar Campylobacter (bioxon) suplementado con 5% de sangre
desfibrinada de caballo incubando a 37°C bajo condiciones microaerofilicas
utilizando para ello sobres generadores de CO; (Oxoid SR7), durante 3
dias.

7.2. Compuestos a evaluar:

Los derivados del acido carbamico utilizados contra H. pylori en este proyecto
fueron: LQMS08, LQMS07, LQMS06, LQM181, LQMS0S, LQMS04, LQMSO3,
LOM177, LAMSO02, LAMS01, LQMSI96, sintetizados en el laboratorio de Quimica
Medicinal de la FES-Cuautitian, UNAM, a cargo del Dr. Enrique Angeles Anguiano,
cabe mencionar que ta estructura de tales compuestos no puede ser divulgada
debido a que estin en tramite de patente con numero de oficio:
DGAJ/SJIPI/7985/00 de la Direcciéon General de Asuntos Juridicos. Subdireccion
Juridica de Propiedad Intelectual.

7.2.1. Pruebas de solubilidad:

A todos los compuestos se les realizaron pruebas cualitativas de solubilidad
utilizando como disolventes Dimetilsulfoxido (DMSO), acetona (ACT), y Agua.

7.3 Nefelometro de Mc Farland

Se prepararon los tubos de la escala ( 0.5 a 10) del nefelometro de Mc Farland,
utilizando H2S04 1% y BaClz 1%, de acuerdo al cuadro 5.
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Tubo H2SO4 1% BaClz [m.oimi) D.O

No. (mi) 1% (m1) X100 {540 nm)
0.5 9.95 0.05 1 0.080
1 9.9 0.1 3 0.116
2 9.8 0.2 6 0.231
3 9.7 0.3 9 0.338
4 9.6 0.4 12 0.427
5 9.5 0.5 15 0.509
6 9.4 0.6 18 0.604
7 9.3 0.7 21 0.694
8 9.2 0.8 24 0.729
9 9.1 0.9 27 0.779
10 9.0 1.0 30 0.874

Cuadro 5. Escala del Nefelometro de Mac Farland utilizada

7.4. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana:

7.4.1.- Método de Kirby-Bauer (difusidon en disco)

Es el método de difusion con discos mas utilizado en la practica clinica, el cual ha
sido aceptado por la Food and Drugs Administration (FDA) de USA y reportado
como método estandar por la NCCLS descrito en el documento M2-A5 (1993).

7.4.1.1 Preparacion de sensidiscos:

Para la preparacion de sensidiscos se utilizo papel filtro (Watman N°1), de un
tamafnio de 7 mm de diametro, estos se esterilizaron en autoclave 15 minutos a 15
Lb de presiony 121°C.

Se preparé 1 mi de solucion de cada compuesto, pesando 0.4096 mg de cada
uno, para asegurar una concentracion en el disco de 2048ug/5ul. De esta solucion
se realizaron diluciones dobles (Log:) de cada uno de los compuestos con el
disolvente ideal (cuadro 8) y se prepararon sensidiscos con un rango de
concentraciones desde 2048 ug/disco a 8 pug/disco, para lo cual se impregno cada
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disco con 5 ul de cada dilucion. utilizando micropipetas semiautomaticas en

condiciones estériles.

Se almacenaron a 4°C y se utilizaron dentro de los 3 dias siguientes a su

preparacion.
7.4.1.2. Inoculacién de H. pylori :

La cosecha del m.o. se realizdé una vez que se verificd por pruebas bioquimicas la

pureza dgl cultivo, de acuerdo al cuadro 6,

Prueba Bioquimica Resultado

Tincion de Gram Bacilos curvos Gram
Negativos

Oxidasa Positiva

Ureasa Positiva

Catalasa Positiva

Cuadro 6. pruebas Bioquimicas realizadas a H. pylor .

Se prepard una suspension bacteriana con solucion salina fisiologica estéril (SSF)
ajustada a la turbidez visual comparable al estandar del tubo 0.5 del Nefelometro

de MacFariand (1 X 10°UFC/mI).

Posteriormente se colocd 1 mt de la suspension bacteriana sobre placas de agar
para Campylobacter (Bioxon), los cuales fueron esparcidos completamente, y se
colocaron los sensidiscos de Ia siguiente manera: por cada placa 3 discos de un
mismo compuesto, cada uno con una dilucion diferente mas un disco control de
disolvente. Esto se realizd por triplicado para cada dilucion con los 11
- compuestos, ademas se inocularon pl.acas control de crecimiento (sin sensidiscos)

de H. pylori por césped y por dilucion.
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Todas las placas se incubaron a 37°C .en atmosfera microaerofilica . utilizando
sobres generadores de CO» (Oxoid SR7) durante 3 dias. :

7.4.1.3 Interpretacion:

Se examinaron las placas y se midieron los diametros de las zonas de inhibicidon
de crecimiento con vernier, ya que proporciona una precision de 1 mm. Los datos
obtenidos se trataron estadisticamente determinando para cada halo de inhibicion:
media, desviacion estandar y coeficiente de variacion. Con estos datos se
determina la sensibilidad o resistencia de H. pylori a los compuestos en estudio.?®

7.4.2 Método de dilucion en agar:

La NCCLS en el documento M100-S9 (1999) recomienda un método de dilucion
en agar, de las pruebas de susceptibilidad in vitro contra H. pylori y se refiere a
la incorporacion de las sustancias a estudiar en el agar como si fueran soluciones
acuosas,

7.4.2.1 Preparacion de placas de dilucién:

Se realizaron diluciones dobles de cada uno de los compuestos a partir de 2048 a
8 pg/mt utilizando como disolvente DMSO.

Se prepararon cajas de agar para Campylobacter suplementado con sangre de
caballo desfibrinada al 5%. Para ello se esterilizé previamente el medio bajo las
condiciones antes. descritas y una vez que alcanz0 una temperatura entre 45 y
50°C, se incorporo la solucion de cada una de las diluciones de los derivados del
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acido carbamico, se homogenizé y posteriormente se adiciond 1.5 ml de sangre

desfibrinada de caballo y se homogenizo.

Se distribuyo en cajas petri estériles, dejandolas a prueba de esterilidad 24 horas.
Finalmente se almacenaron a 4°C no mas de 3 dias.

7.4.2.2 Inoculacidon de Helicobacter pylor

Se prepard una suspension bacteriana en SSF estéril ajustada a ta turbidez visual
comparable al estandar del tubo 2 del NefelSmetro de Mc Farland de una
concentracion aproximada de 6 X 10°m.o./ml y se inocularon por punteado 3 ul

de esta suspension a todas las diluciones por triplicado.

Se incubd bajo las condiciones mencionadas para el método anterior durante 3

dias.
7.4.2.3. Interpretacion:

Se registro la presencia o ausencia de crecimiento de H. pylori en cada dilucion.
La placa de concentracion a la cual se observé ausencia total del m.o. se

interpretd como valores de CMI en ng/mit.
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8.0 RESULTADOS

8.1 Pruebas de solubilidad:

Los resultados de las pruebas de solubilidad a los compuestos derivados del acido
carbamico motive de este estudio se muestran en el cuadro 7 en donde se
observa que la mayoria de los compuestos son solubles tanto en DMSO como en
ACT e insolubles en agua. La solubilidad se expresa como: muy soluble(++),
soluble(+), e insoluble (-)

COMPUESTO Dl
LQMS08
LQMI07

LQMS06

LQM181

LQMS05

LQMS304

LQM903

LaMI77

LQMI02

LQMB01

LOMIS6

Cuadro 7 : Se muestrala de los
del &cido carbamico

$le[8]+]+)2]+|+|t)1]¢[R

+$+$:+114++§

Con estos datos se eligio el disolvente ideal para cada compuesto, el cual se
utilizé para la pre