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Resumen:

Se estudid el efecto que las variaciones del pH, el aumento de la carga del
in6culo asi como la presencia de suero, albumina y cisteina tuvieron sobre la
actividad in vitro del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1) frente a 30
aislamientos clinicos y cepas de referencia de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans. El mismo se realizé por
el método de microdilucibn en caldo segun las normas internacionales
establecidas (NCCLS). Se demostré que al aumentar el tamano del inéculo sélo
se afecta la actividad frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
mientras que las variaciones de pH no tienen efecto en la actividad del G-1. Sin
embargo, la presencia de suero, albumina y cisteina disminuyeron
significativamente la actividad de este producto frente a todos los
microorganismos ensayados, a excepcion de la cisteina frente a Staphylococcus

aureus.
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Introduccion:

El tratamiento de las enfermedades mediante compuestos quimicos no es
nuevo, desde 1495 ya se utilizaban sales de mercurio para tratar la sifilis,
aunque este tratamiento hizo bueno el axioma: Graviora quaedum sunt remedia
periculus, es decir "Es peor el remedio que la enfermedad" ya que determinados
tratamientos, como es el caso del mercurio, son toxicos para las células
animales y humanas. Para que un agente quimioterapico sea efectivo en el
tratamiento de una enfermedad infecciosa no sélo debe de matar o inhibir al
microorganismo causante de la infeccibn sino que ademas debe ser
relativamente inocuo para las células humanas al exhibir toxicidad selectiva. El
primer gran descubrimiento en este sentido fue hecho por Paul Ehrlich a
principios del siglo XX, lo llamoé Salvarsan (1. EI mismo en el afio 1929 fue
reemplazado por un producto mucho mas efectivo, el antibiético penicilina, que
fue descubierto gracias al microbiologo inglés Alexander Fleming, luego se inicia
la investigacion de otros antibidticos tales como las cefalosporinas, la tirocidina,
la gramicidina, la actinomicina, eritromicina, tetraciclinas y aminoglucésidos, que
son actualmente la principal herramienta terapéutica para el tratamiento de
infecciones bacterianas en el hombre y animalesp;. Sin embargo, desde que
aparecieron en la década de 1940, se empieza a observar que estos inducen
mecanismos de resistenciajz. Aunque existe un amplio arsenal terapéutico en
cada uno de dichos grupos quimicos, el hecho de estar relacionados
estructuralmente, hace que los microorganismos, al crear resistencia a uno de
los compuestos desarrollan al mismo tiempo resistencia a los demas miembros
del grupo, mecanismo que se ha dado en llamar resistencia cruzada. Asi por
ejemplo, si un microorganismo determinado se hace resistente a ciprofloxacino
al mismo tiempo puede hacerse resistente a norfloxacino, ya que ambos son
miembros del grupo quimico de las quinolonas. Aun mas, actualmente se
conoce que algunos microorganismos no sélo codifican informacién genética
para enfrentar a un grupo de antibiéticos determinado, sino que ademas pueden

llevar informacion dentro de su genoma contra la mayoria, si no todos, los



antibioticos actualmente disponibles en la terapéutica. A estos microorganismos
se les llama “Supergérmenes” por la amenaza que representan para la salud
humana. Tal es el caso de las cepas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA, siglas en inglés) y de Enterococcus spp resistentes a
vancomicina (VRE, siglas en inglés), los cuales son resistentes a la mayoria de

los antibioticos disponibles.

Desafortunadamente, llegado el afio 2000 ya no contamos con nuevas drogas; y
es en este punto en donde debemos preguntarnos qué es lo que haremos de
aqui en adelante. Es la implementacion de terapéuticas racionales basadas en
estos nuevos conocimientos, la que nos permitird seguir siendo exitosos en la

lucha contra las enfermedades infecciosasyy.

En el Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central de Las Villas se
han sintetizado hasta la fecha mas de 800 nuevas sustancias, algunas de las
cuales presentan actividad biolégica. Entre estas sustancias la de mayor grado
de desarrollo es el derivado furil etilénico 2-bromo-5-(2bromo-2-nitrovinil)-furano,
denominado G-1, nueva entidad molecular que ha sido caracterizada
quimicamente, con niveles relativamente bajos de toxicidad y que en estudios

preliminares ha demostrado actividad antibacteriana y antifungica.

Tomando como base la necesidad de disponer de nuevos medicamentos
efectivos contra microorganismos multirresistentes y el descubrimiento y amplio

potencial de desarrollo del G-1 formulamos la siguiente hipotesis:

La actividad antimicrobiana in vitro del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinyl)-furano

no se afecta con la variacion de factores fisicos, bioquimicos y culturales.



Objetivo general:

Estudiar como varia la actividad in vitro del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinyl)-

furano frente a diversos factores.

Objetivos especificos:

1.

Estudiar como varia la actividad in vitro del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-
vinyl)-furano frente a algunos factores fisicos como el pH del medio de

cultivo.

Estudiar como varia la actividad in vitro del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-
vinyl)-furano frente a algunos factores bioquimicos como son la

presencia de suero, albumina 'y algunos aminoacidos.

Estudiar como varia la actividad in vitro del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-
vinyl)-furano frente a algunos factores culturales como son diferentes

cargas del indculo.
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Capitulo #1. Revision Bibliografica

1.1 Agentes Antimicrobianos. Mecanismo de accion y de resistencia.
1.1.1 Quinolonas

Las quinolonas tienen su sitio blanco en las topoisomerasas bacterianas. Estas
son enzimas esenciales para mantener estable su ADN. Las mismas son fuertes
inhibidores de la topoisomerasa tipo Il incluyendo la ADN girasa, asi como de la
topoisomerasa tipo IV. En general, la ADN girasa es el blanco principal en las

bacterias gramnegativas y la topoisomerasa IV en las grampositivas ).

Un paso importante en el mecanismo de accion de las quinolonas es la
formacion de un complejo quinolona-enzima-ADN que contiene ADN roto. La
unién de una quinolona a la ADN-girasa provoca un cambio conformacional en el
complejo girasa-ADN responsable y han mostrado ser eficaces en tratamientos
mas prolongados, como infecciones genitourinarias, prostatitis, enfermedades

respiratorias, enfermedades de transmision sexual y gastroenteritis [g).

Los mecanismos prevalecientes de resistencia a las quinolonas estan
determinados por mutaciones cromosomicas que conllevan a una reducida
afinidad de la ADN-girasa y topoisomerasa IV por las quinolonas y/o la
sobreexpresién de transportadores multidrogas (MDR) que bombean a las

quinolonas hacia el exterioryz;.
1.1.2 3-Lactamicos:

Los antibidticos R-Lactamicos (penicilinas y cefalosporinas) son analogos
estructurales de la D-alanil-D-alanina presente en el extremo carboxiterminal del
brazo peptidico del peptidoglicano bacteriano. Por tanto, actuian como

pseudosustratos de las transpeptidasas (Penicillin Binding Proteins, PBP) g}, las



cuales son responsables de la formacién de la estructura tipo enrejado del

peptidoglicano [g;.

Ademas, estos antibidticos acilan el sitio activo serina de dichas transpeptidasas
incapacitandolas para realizar las funciones de entrecruzamiento en la formacion
del enrejado [10;. De esta forma se inhibe la formacion de la pared celular, la cual
es esencial para la division celular y protege a las bacterias del choque osmoético

Yy lisis [11]-

La causa primaria de resistencia a estos agentes se debe a la presencia de B-
lactamasas que hidrolizan el anillo R-lactamico, inactivandolos de esta manera
213 La segunda causa son las alteraciones aminoacidicas en motivos
conservados en o alrededor del sitio activo de las PBPs, lo que conlleva a una

reduccion de la afinidad por los R-lactamicos [14-16).
1.1.3 Aminoglucdésidos:

Los aminoglucosidos inhiben la sintesis proteica [17.19;. Esta inhibicion ocurre al
unirse directamente a un motivo altamente conservado del ARNr 16S
procariotido en el sitio A (Aceptor) de la regién de decodificacion codon-
anticodon [2-20;. Esto provoca errores de traduccion, ;23 que inducen la sintesis
de péptidos sin sentido o truncados 24 € inhibicion de la translocacion del ARNt
del sitio A al sitio P (sitio Peptidil del ARNt) tanto in vitro como in vivo p25. La
resistencia bacteriana a los aminoglucdsidos se manifiesta a través de la
presencia de enzimas modificantes que inactivan a los aminoglucosidos,
disminucién de la permeabilidad de la membrana celular hacia estos, alteracién
estructural en el blanco ribosomal de la droga o la expulsion de los
aminoglucosidos de la célula a través de bombas de eflujo. De estos
mecanismos de resistencia, la inactivaciéon por enzimas modificantes es el mas
importante por lo que se refiere al nivel y frecuencia de resistencia que confieren

a las bacterias p2¢).



1.1.4 Macrdlidos, Cetdlidos y Estreptograminas:

Los macrolidos, cetélidos y estreptograminas son tres familias de antibioticos de
estructura quimica muy diferente que comparten el mismo mecanismo de
accion. Los tres se unen a distintas bases del centro peptidil transferasa del
ARNTr 23S. Los macrélidos también se unen de forma reversible al dominio V del
ARN ribosémico 23S.

Se han identificado los siguientes mecanismos de resistencia adquirida a los
macrolidos, cetdlidos y estreptograminas: Aparicion de cambios estructurales en
el sitio de unién de los mismos al ribosoma y existencia de bombas de expulsién

activa asi como presencia de enzimas inactivantes [27;.
1.1.5 Lincosamidas:

Las lincosamidas son estructuralmente diferentes a los macrdlidos y
estreptograminas pero funcionalmente similares. Estas se unen cerca del
centro peptidil transferasa e inducen la disociacion del peptidil-tRNA conteniendo
dos, tres o cuatro residuos de aminoacidos ps2q, 0 que conlleva a la

acumulacion de peptidil-tRNAs en la célula, los cuales son téxicos para la misma

[30, 31]-
1.1.6 Oxazolidinonas:

Las oxazolidinonas inhiben la sintesis proteica en una diana distinta a la de otros
antimicrobianos. Se fijan a la subunidad 50S, inhibiendo la formacion del
complejo de iniciacion 70S. La resistencia se produce por una mutacion en el

gen 23S rRNA con lo cual se fija menos antimicrobiano al ribosoma [32;.
1.1.7 Glicopéptidos:

Los glicopéptidos son antibidticos que actuan sobre la pared bacteriana,
inhibiendo la sintesis del péptidoglicano, y se han empleado desde hace casi 50

anos, fundamentalmente para el tratamiento de infecciones por microorganismos



grampositivos. Actuan sobre la segunda fase de la sintesis de la pared de la
bacteria, inhibiendo la formacién del peptidoglicano. La resistencia a estos
agentes se lleva a cabo a través de la formacién de precursores pentapéptidos
que terminan en D-alanil-D-lactato 335, al que los glicopéptidos se unen con una
afinidad mil veces menor que los que terminan en D-alanina (3. También la
resistencia se puede deber a alteraciones en el nivel de entrecruzamiento, el

cual interfiere con la union de los glicopéptidos (zs;.
1.1.8 Tetraciclinas:

Las tetraciclinas se corresponden con una familia de antibidticos descubierta en
la década de 1940 36, que se unen con diferente grado de afinidad a seis sitios
de la subunidad ribosomal 30S. Tet-1, el sitio de mayor afinidad por las
tetraciclinas, se encuentra cerca del sitio aceptor (A) donde el aminoacil ARNt se
ancla a la subunidad 30S 37; lo que conduce a que estos compuestos inhiban la

sintesis proteica al evitar la union del aminoacil-ARNt al sitio aceptor ribosomal.

La resistencia a estos agentes se lleva a cabo fundamentalmente a través de
tres mecanismos: proteccion de los ribosomas, reduccion de la concentracion
intracelular de las tetraciclinas e inactivacion enzimatica [35. El primer
mecanismo es mediado por un conjunto de proteinas denominadas Proteinas de
Proteccion Ribosomal (PPR) Tet(M) 39, Tet(O) o) TetB(P) 217,y TetS g, las
cuales promueven la liberacion y evitan la posterior reunion @3 de las

tetraciclinas a los ribosomas.

Las tetraciclinas son agentes con amplio espectro de actividad frente a bacterias
grampositivas, gramnegativas, clamidias, micoplasmas, ricketsias y protozoos
13- Se han usado fundamentalmente en la profilaxis y tratamiento de infecciones

adquiridas en la comunidad, especialmente en infecciones respiratorias [44.
1.1.9 Sulfonamidas:

Estan estructuralmente relacionadas con el acido para-amino benzoico (PABA) y

compiten con él por la enzima dihidropteroato sintetasa (DHPS) que interviene



en el metabolismo del acido félico. El acido folico es imprescindible para la
sintesis de precursores de los acidos nucleicos bacterianos. La resistencia a
sulfonamidas es mediada por formas resistentes de DHPS codificadas por genes

de origen plasmidico (sull, sul2) 45, 46; © cromosomico (folP) (a7-s0;.
1.1.10 Azoles:

Los azoles (denominados imidazoles o triazoles por tener dos o tres atomos de
nitrégeno en el anillo azodlico) fueron descubiertos en 1944. Estos compuestos
deben su actividad antifungica a un complejo proceso multimecanistico que se
inicia con la inhibicion de dos citocromos P-450 involucrados en la sintesis del
ergosterol: el citocromo P-450 esterol-14a-demetilasa 51, responsable de la
demetilacién del lanosterol 55 y el citocromo P-450 A*’-desaturasa (s3, s4. La
inhibicion de la esterol-14a-demetilasa conlleva a una disminucién de la
disponibilidad de ergosterol y a la acumulacion de esteroles 14a-metilados (s51y
3-cetoesteroides 56, asi como cambios en la estructura y funcién de la

membrana y detencion del crecimiento celular (s7).

La resistencia a estos agentes esta determinada por la produccién de 14a-
demetilasas con reducida afinidad por los azoles [sg;, a través de mutaciones que
alteran la union de estos, pero no de los sustratos internos, asi como por la
superproduccion de 14a-demetilasas (59 a través de mecanismos de
amplificacion genética g0, 61. La presencia de bombas de eflujo especificas
(CDR1, PDRS5, y BEN') s2:641 Y cambios en la composicién de los esteroles y/o
fosfolipidos de la membrana celular fungica conllevan a una disminucién en la
adquisicion de los azoles (g5, 6. Cambios en la biosintesis de esteroles debidos
a mutaciones en la A*®)-desaturasa los cuales producen acumulacion de 14a-
metil fecosterol en lugar de ergosterol g7 también han estado implicados en la

resistencia a dichos agentes.



El uso de los imidazoles esta limitado a las micosis superficiales con excepcién
del ketoconazol, mientras que los triazoles se emplean tanto para las infecciones

fungicas superficiales como sistémicas gg.

1.2 Generalidades sobre el 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1).

1.2.1 Férmula estructural y proceso de obtencién:

El compuesto denominado G-1 es el (Z)-2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano,
presenta una masa molecular de 296.924, su férmula global es C6H3NO3Br2 y

la formula estructural aparece en la Fig. 1.

Br

Br 0 NO,

Fig 1. Formula estructural del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano.

El G-1 es un derivado furil-etilénico o vinil-furanico, obtenido a partir de los
residuos de la cafia de azucar. En estado cristalino presenta una conformacion
S-trans del doble enlace exociclico con respecto al anillo furanico, mientras que
en solucion su conformacion es la S-cis como se ha mostrado por los estudios
RMN™ g,

El proceso de obtencion del G-1 consta de un paso de reaccion a partir del 1-
(fur-2-il)-2-nitroeteno agregando bromo en un solvente adecuado, controlando la
temperatura a 80°C. Como resultado de la reaccién se obtiene una mezcla de
compuestos soOlidos que se neutraliza y luego se purifica mediante

recristalizacion. El producto se filtra, se seca y se envasa en frascos ambar gg).



1.2.2 Estructura molecular y configuracion espacial:

Mediante métodos espectroscopicos moleculares UV-VIS, IR, RMN' y '3C,
espectrometria de masa y difraccidon de rayos X se determind la estructura
molecular del G-1 y su configuracidon espacial en estado cristalino y en solucion

[69]-
1.2.3 Especificaciones de calidad y muestra de referencia:

Investigadores del Centro de Bioactivos Quimicos desarrollaron y describieron
los métodos de control del G-1 materia prima para las especificaciones de
calidad [70;. Igualmente se describieron los métodos de control para las

especificaciones de calidad del G-1 empleado como muestra de referencia [74).
1.2.4 Estabilidad:

El G-1 materia prima también cuenta con los estudios de estabilidad en
diferentes condiciones de almacenamiento mediante métodos de analisis
cualitativos (cromatografia de capa delgada, espectrofotometria ultravioleta-
visible, temperatura de fusiébn y espectroscopia infrarroja) y cuantitativos
(cromatografia gaseosa y HPLC), ademas de la determinacion de la influencia
de la humedad, la luz y la temperatura durante 90 dias, asi como por el método
de vida de estante para determinar la degradacién. Se concluy6 que el G-1 es

estable y se propuso como fecha de vencimiento a temperatura ambiente 2 afios

[72]-
1.2.5 Control microbiologico:

En el aspecto de control microbioldgico, debido a los requerimientos que se
cumplen durante el proceso de fabricacion en las areas de produccion, asi como
del personal que labora en ellas, el mencionado producto cumple con los
requisitos exigidos para su evaluacion como "materia prima estéril" de formas

farmacéuticas tépicas [73;.
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1.2.6 Aspectos toxicoldgicos:

Varios estudios avalan la seguridad toxicologica del 2-bromo-5-(2-bromo-2-
nitrovinil)-furano. En estudios de toxicidad aguda se constatdé que la DLsg del
producto, establecida por via oral y percutanea en ratones OF-1 74 y ratas
Sprague Dawley [75; de ambos sexos, fue de 1506-1856 mg/kg y 1470-2370
mg/kg para la via oral y percutanea, respectivamente. Estos resultados
permitieron nominar al 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano como ligeramente

toxico tanto por la via oral y por via percutanea.

El estudio de toxicidad subcrénica por via topica durante 60 dias en ratas de la
linea Sprague Dawley [75, en concentraciones de 0.125, 0.5 y 1.25% del 2-
bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano en petrolato blanco revel6 que no hubo
diferencias notables entre los grupos tratados y los controles en relacion con los
eventos clinicos, hemoquimicos, hematicos y anatomopatolégicos ensayados,
lo que permitié concluir que el 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano a las
concentraciones y en el vehiculo ensayado, no ejerce efecto toxico subcronico

durante 60 dias de aplicacioén tépica.

El estudio de toxicidad cronica 75 por via percutéanea realizado al 2-bromo-5-(2-
bromo-2-nitrovinil)-furano durante 180 dias en ratas Sprague Dawley a dosis
baja, media y alta (0.125, 1.062 y 2.0%, respectivamente) revel6 que este
compuesto produce una disminucion significativa de la masa corporal en los
grupos de dosis alta y media al compararlos con los controles. En los estudios
hemoquimicos y hematoldgicos se apreciaron variaciones en las proteinas
totales, albumina, creatinina, hemoglobina, hematocrito y potasio plasmatico.
Los resultados para las enzimas lactato deshidrogenasa y fosfatasa alcalina se
comportaron con diferencias en ambos sexos. La glicemia sufrié variaciones al
disminuir significativamente en machos y aumentar en las hembras. Los estudios
anatomopatologicos concluyeron que el 6rgano mas danado fue la piel
correspondiente al area de aplicacién, donde se detectaron lesiones como
hiperqueratosis, acantosis, aumento del numero de foliculos, colagenizacion de

la dermis, liquefaccién de la capa basal y engrosamiento ligero de la dermis,
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estas alteraciones se asociaron con el incremento de la dosis, donde el grupo de

maxima dosis fue el mas danado.

Posteriormente las muestras de piel se estudiaron mediante morfometria
microscopica analizandose el espesor de la epidermis, de la capa de células de
la epidermis, de la capa de queratina y la densidad de foliculos [7¢;. Se encontro
que entre los grupos tratados con el producto en estudio, el grupo sometido a
dosis baja presentd los menores valores de altura del epitelio, de la capa celular
y de queratina. El numero de foliculos pilosos de los grupos de dosis alta, media
y baja registré valores significativamente mayores que el control. Se concluy6
que el 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano es un producto inocuo, que no

ocasiona alteraciones en la piel.

Los estudios de genotoxicidad del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano
comprenden un total de 10 trabajos realizados en Cuba y en Estados Unidos.
Los estudios en su conjunto fueron sometidos al criterio de reconocidos
especialistas en la materia [77;, los cuales concluyeron que el 2-bromo-5-(2-
bromo-2-nitrovinil)-furano permanece clasificado en el nivel de interés LOC | (de
menor riesgo) como un compuesto capaz de interactuar con el ADN bajo ciertas
condiciones in vitro (mutageno in vitro) pero sin evidenciar genotoxicidad in vivo,
por lo que puede asumirse que existen fuertes evidencias de que el riesgo
genotoxico para el uso en humanos es poco probable. A esta conclusion se
arribé después de realizar y analizar dos baterias de ensayos, de los cuales
solamente fueron positivos los ensayos in vitro de Ames y el ensayo
citogenético con células de ovarios de hamster 7). El estudio de sensibilizacion
en piel de cobayos con el 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano marcado con
“C y formulado al 0.15% en base oleosa (petrolato liquido-sdlido) (p/p
20/csp100) segun el procedimiento de “Maximization Test™ reveld6 que el

formulado no produjo sensibilizacion en las condiciones de ensayo [7g.

Al evaluar el potencial irritante dérmico del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-
furano al 0.15% formulado en base oleosa (petrolato liquido pesado/petrolato

sélido blanco, p/p 20/csp100 g), en conejos albinos de la raza Nueva Zelandia,
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no se observaron signos de irritacion en piel y se obtuvo un indice de Irritacién
Primaria (IIP) de O por lo que el producto se clasific6 como no irritante [gg. Al
estudiar la irritabilidad ocular aguda del G-1 puro en conejos albinos, raza Nueva
Zelandia, 4] lo clasificaron como irritante severo para las estructuras oculares,
ya que causa dafios intensos e irreversibles al aplicarse en dosis unica de 100
mg; sin embargo, el 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano formulado al 0.15%
en petrolato liquido-sdlido (p/p 40/csp100) se clasifico como no irritante en un
estudio de irritabilidad iterativa por Tenorio ;g1 al emplearlo con una frecuencia

de dos veces al dia durante 30 dias.
1.2.7 Actividad antimicrobiana del G-1:

El G-1 ha mostrado potencial actividad in vitro como bactericida - fungicida de
amplio espectro; comprobandose su efectividad frente a 908 cepas de bacterias
gramnegativas y 119 cepas grampositivas. Otros trabajos refieren su actividad
frente a Enterobacter sp, Klebsiella y Pseudomonas aeruginosa. Por otra parte
Gonzalez y col. en 1993 obtuvieron resultados similares frente a 293 cepas de
hongos gemantes del género Candida [s2,83. Esta actividad ha sido demostrada

también frente a hongos dermatofitos y filamentosos (g4

Estudios realizados por Blondeau y col. en 1997, amplian y corroboran estos
resultados de actividad in vitro frente a 2702 microorganismos multirresistentes
185 € comparo el Efecto Postantibiotico (EPA) del G-1 y la gentamicina frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. ElI EPA fue inducido por exposicién a
una concentracion de 4xCIM del G-1 y la gentamicina, excepto para Escherichia
coli donde se utilizé 1xCIM de gentamicina. El G-1 produjo EPA prolongado (>2
horas), en el rango de 0.8 a 3.6 horas para las cepas de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli ensayadas. En las bacterias gramnegativas evaluadas, el G-1
mostro EPA mas prolongado que en las bacterias grampositivas, mientras que
en las cepas de Staphylococcus aureus la gentamicina indujo EPA ligeramente
superior al G-1 con diferencias estadisticamente no significativas. En las cepas

de Escherichia coli el G-1 indujo EPA mas prolongado que la gentamicina. Se
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pudo observar que no hubo una correlacion estadistica entre la concentracion y
el EPA para el G-1, aunque a una concentracion de 4xCIM de G-1 el EPA fue
ligeramente superior que a una concentracion de 2xCIM en las cepas de

referencia estudiadas [sg).

Se comparoé el Efecto Postantifungico (EPAF) de 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-
nitroeteno (G-1) y de anfotericina B frente a cepas de Candida albicans. EI EPAF
fue inducido por exposicién de los microorganismos durante 1 hora a 30 °C con
agitacion a una concentracion de 1 x CIM de G-1 y de anfotericina B. Como
resultado, G-1 produjo un EPAF prolongado (> 2 horas) en el rango de 4,47 a
6,23 h para las cepas ensayadas. G-1 indujo un EPAF mas prolongado que
anfotericina B en los microorganismos estudiados g7]. Se evalud la eficacia de un
nuevo unguento tépico cuyo principio activo es el 2-bromo-5-(2-bromo-
2nitrovinil)-furano (G-1) a una concentraciéon de 0.125%; en un modelo de
candidiasis cutanea desarrollado en curieles de la linea Hartley. Se comparoé la
evolucion de la lesidon utilizando intervalos de aplicacion del unguento 12 y 24
horas, durante tres dias de tratamiento. Se pudo observar que la utilizacion del
unguento topico cada 12 horas por tres dias resultd ser eficaz en el tratamiento
de este tipo de lesion. Mientras que el tratamiento cada 24 horas no fue

suficiente para lograr una recuperacion satisfactoria gg;.
1.2.8 Generalidades sobre Pruebas de Susceptibilidad:

Las pruebas de susceptibilidad se emplean tanto en los laboratorios de
microbiologia clinica como en los laboratorios de investigacion para ayudar a los
clinicos en la eleccion de un antibiético adecuado para tratar al paciente o para

el descubrimiento de agentes novedosos, respectivamente gq;.

La mayoria de estas pruebas se desarrollan en medio sélido o liquido. En medio
sélido se han desarrollado las pruebas de difusion, usando discos (las pruebas
de Stokes y de Kirby—Bauer), tiras de papel (E-test) o tabletas impregnadas de
antibiéticos o haciendo pozos en el agar los cuales se llenan con una solucién

de antibidtico. También se usan las pruebas de dilucion en agar, en las que se
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realizan diluciones decrecientes del antibiético en medio agarizado. En medio
liquido existen dos formatos: macrodiluciéon y microdilucién, donde igualmente se

realizan diluciones decrecientes del antibidtico en el medio.

Debido a que varios factores afectan la reproducibilidad de las pruebas de
susceptibilidad 9092, estas técnicas han sido ampliamente estandarizadas [g3).
Para garantizar la calidad de los resultados se exige la realizacion de controles
de calidad rutinarios [g94;. Para aumentar la calidad de la lectura final de los
resultados se han desarrollado equipos y/o métodos que facilitan dicha funcion.
Los sistemas mas ampliamente utilizados son el de Oxoid Aura g5 para la
difusién en disco, y MicroScan, Vitek g6 asi como el MIDITECH g7; para la

dilucion en caldo.

Para la evaluacion de agentes antifungicos se recomienda el uso de los métodos
de macro y microdilucion en el caso de las levaduras (s 99 ¥ la microdilucion
para hongos filamentosos [100, 101}, Mientras que para los dermatofitos en muchas
ocasiones se usan metodos que llevan agar debido al lento crecimiento de los
mismos, aunque se ha trabajado en la estandarizacion de las técnicas de

microdilucién en caldo 102

Uno de los aspectos mas importantes de las pruebas de susceptibilidad
antifungica es el tamano del in6culo, el cual puede tener influencia en los
resultados de la susceptibilidad (103, 104;. Aunque el NCCLS (Document M38-P,
1998) recomienda el método espectrofotométrico para ajustar el tamafno del
inoculo de hongos formadores de conidios, se documentd que variables tales
como el tamafo y el color de las esporas pueden influir en la densidad 6ptica y
que el método espectrofotométrico requiere de un proceso de estandarizaciéon
dependiente de la especie [105, por lo que se sugiere que la preparacion del

in6culo a través del conteo en un hematocitobmetro es un proceso mas exacto

[106, 107]-

Por otro lado, se plantea que las condiciones 6ptimas para evaluar los hongos
dermatofitos son: un indculo de 10* ufc/mL y una temperatura de incubacién de

28°C durante un periodo de siete dias [102;, mientras que para otros hongos
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filamentosos de crecimiento mas rapido se emplea una densidad de indculo
similar, lectura dentro de las 48-72 h de incubacién y determinacién colorimétrica
de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)pno0. EI empleo de métodos
colorimétricos para determinar la lectura final de los resultados se ha

corroborado por varios autores [10s-111.

Para determinar la CIM de los agentes antifungicos se han seguido varios
criterios. Estos incluyen la ausencia de crecimiento, reduccién del crecimiento a
trazas y marcada reduccion del crecimiento de forma visual [112, 113}, asi como la
reduccion del crecimiento en un 20, 50 6 70% con relacién al control con
medicion espectrofotométrica [114]. Otros métodos alternativos para evaluar la
susceptibilidad de los agentes antifungicos incluye la metodologia E-test, la cual
se ha adaptado a algunos agentes y es aceptable para las levaduras y los
agentes antifungicos azoles [115.117, aunque también se ha utilizado para evaluar
algunos hongos filamentosos (101, 118, 119]. También la citometria de flujo se ha
reconocido como una herramienta para determinar la susceptibilidad antifungica

[120-123], €specialmente cuando se usen colorantes vitales fluorescentes 124-12¢).

La determinacién de la CIM se usa en los laboratorios de diagnéstico
fundamentalmente para confirmar la resistencia, pero mas a menudo se emplea
como herramienta para determinar la actividad in vitro de nuevos
antimicrobianos, y los datos de tales estudios se usan para determinar el punto
de corte de cada antibiotico (933 en combinacion con otros datos microbioldgicos,

farmacocinéticos, farmacodinamicos y clinicos [127).
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Capitulo # 2 Materiales y Método

2.1 Microorganismos de ensayo y de referencia:

Los ensayos se realizaron con 30 cepas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans procedentes de
aislamientos clinicos del Hospital “Arnaldo Milian Castro” asi como con las cepas
de referencia Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Candida albicans ATCC 10231.
Las mismas habian sido previamente aisladas y caracterizadas segun los
meétodos establecidos internacionalmente en los laboratorios microbiolégicos y
del Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP).

2.2 Medios de cultivo:

Para realizar las pruebas de sensibilidad antibacteriana in vitro se utilizé el caldo
Mueller-Hinton, pH 7,3 £ 0,2. Para las levaduras se utilizé el medio RPMI-1640,
pH 7,0 £ 0,1. El pH del Mueller-Hinton se ajustd previo a la esterilizaciéon por
autoclave mientras que el pH del RPMI se ajust6 antes de esterilizarlo a través

de filtros millipore.

2.3 Sustancia de ensayo y solvente:

La sustancia de ensayo fue el producto 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano
(G-1), principio activo sintetizado en la Planta de Produccion del Centro de
Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central de Las Villas (UCLV) con
una pureza superior al 98%. Se utiliz6 como solvente polietilénglicol 400 de

calidad farmacéutica.
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2.4 Método de Microdilucion en Caldo:

Para la determinacién de la actividad antimicrobiana del G-1 en condiciones
estandares se siguid la metodologia descrita por el National Committee for
Clinical Laboratory Standard (NCCLS):

2.5 Preparacion de las soluciones seriadas dobles:

Se adicionaron 200 uL de caldo de cultivo estéril al pozo # | de placas de
microtitulacién, el cual se dejé como control del medio. A los pozos 2 al # 12 se
les adicion6 100 ul del caldo estéril. Seguidamente se diluy6 la solucién de
trabajo del antimicrobiano con pipeta regulable en los pozos del # 2 al # 11 lo
que resultd en diluciones decrecientes 1:2 del mismo. Se ensayaron
concentraciones de 512 a 1 pg/mL, realizandose tres réplicas por

microorganismo de ensayo.
2.6 Preparacion y Adicion del inoculo:

El inéculo se prepar6 por ajuste de la suspension de los microorganismos de
ensayo en fase logaritmica de crecimiento con el standard 0.5 de McFarland,
adicionando medio de cultivo cuando fuere necesario. Se tomé 0.01 mL de esta
suspension y se afadido a 9.99 mL de caldo estéril para cada cultivo lo que
resultd en una carga aproximada de 1 -2 x 10° ufc/mL. A los pozos del # 2 al #
12 se adicion6 100 uL de la suspension del indculo. El pozo 12 se reservé como
control del crecimiento. Las placas se incubaron a 35-37°C en condiciones

aerobias.
2.7 Determinacion de la influencia de varios factores en la actividad de G-1:

Para estudiar la influencia de varios factores en la actividad in vitro del G-1 se
comparo la sensibilidad a este producto por el método de microdilucion en caldo
en condiciones estandares y variando varios parametros segun ha sido descrito

por varios autoresigg: carga del indculo (10" y 10* UFC/ml para bacterias y
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levaduras, respectivamente), pH (5,8 y 8,8 para bacterias; 7,0 y 7,4 para
levaduras), adicionando albumina (3,2 g/dl), suero humano (20 % y 70 %) vy

cisteina al medio de cultivo.

2.7.1 Carga del inéculo

Para ajustar la carga del in6culo se hicieron diluciones de orden 1:10 hasta
obtener la carga deseada a partir de un inéculo estandarizado segun la escala
de McFarland.

2.7.2 Adicion de suero.

El suero fue obtenido de varios voluntarios sanos, inactivado a 56 °C durante 30

minutos y adicionado al medio de cultivo.

2.7.3 Adicion de albumina

Se adicion6 albumina humana al medio de cultivo a una concentracion de 3.2
g/dl.

2.7.4 Adiciéon de cisteina.

Se adicion6 cisteina al medio de cultivo en relacién molar 2:1 con relacion al G-
1 (208 ug/ml cisteina: 256 pg/ml G—1, a nivel de la solucién de trabajo) y se

esterilizo a través de filtros Millipore.

2.7.5 Variacion del pH

Los valores de pH deseados del medio de cultivo se ajustaron previa

esterilizacion por autoclave.

2.8 Lectura de los resultados

La concentracidon inhibitoria minima (CIM) se defini6 como la menor

concentracion de la sustancia de ensayo que inhibi6 el crecimiento visible de los
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microorganismos y fue dada en términos de CIMs y ClIMgp; calculadas mediante
un programa para microcomputadora basado en el método de interpolacién

logaritmicaryag;.
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Capitulo # 3 Resultados vy Discusién

3.1 Influencia de varios factores en la actividad del G-1 frente a

Escherichia coli.

La tabla 1 muestra los valores de CIM del G-1 en términos de CIMsy y ClMgg
frente a cepas de Escherichia coli en condiciones normales y variando ciertos
factores como el pH, tamafo del inéculo y presencia de suero (20% y 70%),
cisteina y albumina. Al comparar los valores de CIMsy, determinados en
condiciones estandar con los obtenidos al aumentar el tamafo del inoculo se
pudo apreciar que la CIMs, aumentd 7.2 veces (de 6.1 a 43.6 ug/ml), pero al
disminuir el pH hasta 5.8 la actividad del G-1 aumentd ligeramente 2.65 veces
(de 6.1 a 2.3 ug/ml), mientras que al aumentarlo hasta 8.8 el valor de la ClIMsg
aumento 2.13 veces su valor. Por otro lado, la presencia de suero, albumina y
cisteina aumentd notablemente los valores de la CIM del G-1, siendo la
presencia de albumina, cisteina los que mayor efecto negativo mostraron sobre
la actividad, donde la albumina aumenté alrededor 20.54 veces su valor y la
cisteina (8.73) veces, mientras que el suero 20% aumento solamente 2.04 veces
su valor, en el caso del suero 70% fue 7.13 veces superior. Por otro lado al
comparar los valores de CIMgy se pudo observar que la actividad del G-1 al
disminuir el pH aumento su actividad 2.88 veces, mientras que al aumentar el
pH los valores de la CIMgy aumentaron 2.42 veces su valor. Al incrementar el
tamarfo del inéculo y la adicion del suero 70% la CIMgy aumentd 5.7 veces su
valor. Sin embargo, en el caso de la albumina y la cisteina se observé que los
valores de CIMgy aumentaron en gran medida.

Tabla 1. Influencia de varios factores en la actividad del G-1 medida en términos de CIMs,y
CIM,,, frente a Escherichia coli.

Cim Condicién
(ng/ ml)
Normal [Inéculo 10°[  pH pH Suero | Suero | Albumina | Cisteina
UFC/mL 5.8 8.8 20% | 70%
CIMs, 6.1 43.6 23 13 12.5 43.6 125.3 53.3
ClIMg, 10.4 59.3 10.6 252 | 235 59.3 221.8 149.6
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Se pudo observar que el aumento del tamano del inéculo tuvo un efecto
significativo frente a E. coli, aunque dicho efecto podria compensarse
aumentando las concentraciones del producto en infecciones con alta densidad
de indculo como la peritonitis, siempre que no se aumenten los efectos toxicos
secundarios. A pesar de que la actividad de G-1 disminuye a pH basico y
aumenta a pH acido, dicha variacion no es significativa (<4 veces). La actividad
in vitro de algunos agentes antimicrobianos como las quinolonas no se afecta a
pH basico, sin embargo a pH acido esta disminuye significativamente de 4 a 16
veces 130}, al igual que la amoxicilina pierde su actividad rapidamente a pH 2, y
para ejercer su accion tiene que encontrarse en contacto con las bacterias
durante un periodo largo y en cantidad suficiente, especificamente a pH 5.5 la
actividad de la amoxicilina es 10 veces menor que a pH 7, en el caso de los
macrolidos la sensibilidad se ve afectada por los cambios de pH. Sin embargo,
la actividad bactericida del metronidazol y la tetraciclina es similar a los
diferentes pH estudiadosi31). Esta estabilidad relativa del G-1 a las variaciones
de pH puede favorecer su uso en ciertas infecciones como abscesos y en la
erradicacion de Helicobacter pylori de las ulceras gastricas donde el pH es bajo
nsz. En presencia de albumina y suero, la actividad del G-1 disminuye
significativamente (> 4 veces). En este sentido, se plantea que la reduccién de la
actividad antimicrobiana de un producto superior a ocho veces, se observa
cuando la union a proteinas del mismo es superior al 90%. Sin embargo,
farmacos como el faropenem, el cual se une entre un 95 y un 98% al suero y a

albumina humanos solo ve afectada su actividad en dos o tres diluciones [133).

3.2 Influencia de varios factores en la actividad del G-1 frente a

Pseudomonas aeruginosa.

Al comparar los valores de CIMsy y CIMgy frente a Pseudomonas aeruginosa,

en condiciones normales y variando ciertos factores como el tamafio del indculo
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y el pH (tabla 2), se pudo apreciar que la diferencia fue de 1.95 veces para el
in6culo y de 1.86 veces para el pH, sin embargo al disminuir el pH la actividad
del G-1 aumentd 1.53 veces (de 6 a 3.9). Por otro lado, la presencia de suero,
albumina y cisteina aumentaron notablemente los valores de la CIM del G-1,
siendo la presencia de suero al 70% y albumina los que mayor efecto negativo
mostraron sobre la actividad. El aumento de los valores de CIMsy en presencia
de albumina fue alrededor de 25.5 veces, sin embargo la adicién de suero 20%
y Cisteina fue de 7.83 y 8.96 veces (de 6 a 47 y de 6 a 53.8), respectivamente.
En el caso de la CIMgy se pudo observar que la actividad del G-1 al disminuir el
pH aumentoé su actividad 1.36 veces, mientras que al aumentar el pH el valor de
la CIMgo disminuy6 su actividad 1.27 veces su valor. Por otro lado, al aumentar el
tamano del indculo no se observdé muchos cambios en relacion con los obtenidos
en condiciones normales, pero con la adiciéon de cisteina el valor de CIMgy
aumentd 13.5 veces y 6.78 para el suero 20%. Sin embargo, en el caso de la
albumina y suero al 70% se observé que los valores aumentaron en gran medida
por encima de 20.81 veces.

Tabla 2. Influencia de varios factores en la actividad del G-1 medida en términos de CIMs, y

CIMy, frente a Pseudomonas aeruginosa

CIM .
Condicién
(ng/ ml)
Normal | Inéculo pH pH Suero | Suero | Albumina | Cisteina
10’ 5.8 88 | 20% | 70%
UFC/mL
CIMs, 6 11.7 3.9 11.2 47 102.1 153.5 53.8
ClIMyg, 9.4 16 6.9 12 63.8 | 195.7 2311 126.9

Al aumentar el tamafo del inéculo se pudo observar que el mismo no tuvo un
efecto significativo frente a Pseudomonas aeruginosa, la diferencia solo fue de
1.5 veces con respecto a los valores de CIMsy determinados en condiciones
estandar. El efecto del in6culo se ha observado con algunos farmacos como el
faropenem el cual disminuye su actividad 4 veces al aumentar el tamafo del
indculo de 10* a 10° UFC/m frente a algunos microorganismos [134. También el

incremento del inéculo elevd la CIM del faropenem para Morganella morganii
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desde (0.06-1 hasta 2—4 mg/L)n135 lo cual avala la fuerte actividad de G-1 frente
a Pseudomonas aeruginosa. Al variar el pH se pudo apreciar que a pH basico
dicha actividad disminuydé aunque no fue muy notable, pero a pH acido la
actividad del G-1 aumenté discretamente. La actividad in vitro de algunos
agentes antimicrobianos como es el caso de la nueva fluoroquinolona CFC-222
no se ve afectada por el tamano del in6culo, composicion del medio, o la
presencia de suero de caballo. Sin embargo, su actividad disminuyé
significativamente por un cambio en el pH del medio de (7,0 a 6.0) como fue el
caso de otras quinolonas probadas 135 Por otro lado la presencia de cisteina,
albumina y suero al 70%, fueron los que mayor efecto negativo mostraron sobre

la actividad de G-1 con una disminucion significativa (> 4 veces).

3.3 Influencia de varios factores en la actividad del G-1 frente a

Staphylococcus aureus

En la Tabla 3 se puede apreciar que al comparar los valores de CIMs
determinados en condiciones estandar con los obtenidos al aumentar el tamano
del in6culo la CIMsy, aumenté 3.57 veces (de 10.4 a 37.2 ug/ml), pero al disminuir
el pH hasta 5.8 la actividad del G-1 aumenté ligeramente 3.85 veces (de 10.4 a
2.7 ug/ml), mientras que al aumentarlo hasta 8.8 los valores de la CIMs
aumentd 1.79 veces. Por otro lado, la presencia de suero, albumina y cisteina
aumentaron notablemente los valores de la CIM del G-1, siendo la presencia de
albumina y suero al 70% los que mayor efecto negativo mostraron sobre la
actividad del mismo, donde la albumina aumenté alrededor 16.28 veces su valor
y el suero al 70% 15.72 veces, mientras que el suero al 20% aumenté solamente
5.01 su valor, por otro lado al comparar los valores de ClIMgy se pudo observar
que la actividad del G-1 al disminuir el pH aument6 su actividad 3.97 veces,
mientras que al aumentar el pH los valores de la CIMgy aumentaron 1.95 veces
su valor. Al incrementar el tamafo del in6culo y la adicidn de cisteina las

concentraciones aumentaron (4.33 y 2.01) veces su valor, sin embargo en el
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caso del suero al 20% fue de 6.85, no siendo asi para el suero 70% vy la

albumina que mostraron valores por encima de 15.92

Tabla 3. Influencia de varios factores en la actividad del G-1 medida en términos de CIMs,

y CIMy, frente a Staphylococcus aureus.

Cim .
i) Condicion
Normal | Inéculo pH pH Suero | Suero | Albumina | Cisteina
10’ 5.8 88 [20% | 70%
UFC/mL
CIM;, 10.4 37.2 2.7 18.7 52.2 | 163.5 169.4 21.8
ClIMy, 14.7 63.7 3.7 28.7 | 100.8 | 2341 235.7 29.6

Al comparar los valores obtenidos en estos estudios in vitro se observo que al
variar ciertos factores como el tamafo del inéculo, el mismo tuvo un efecto
significativo frente a Staphylococcus aureus; este mismo efecto se ha observado
con algunos farmacos como es el caso del cefamandol, cefaclor, penicilina G y
vancomicina frente a este microorganismo, los cuales disminuyeron su actividad
al aumentar el tamafio del inéculo de 10* a 10° 137. Aunque la actividad de G-1
disminuye a pH basico y aumenta a pH acido, dicha variaciéon no es significativa
(<4 veces); sin embargo, en el caso de una nueva 6-fluoro-8-difluorometoxi
quinolona (CS-940), ésta disminuyé su actividad considerablemente bajo
condiciones acidas 13g). Esta estabilidad relativa del G-1 a las variaciones de pH
puede favorecer su uso en ciertas infecciones como abscesos y en la
erradicacion de ciertas bacterias donde el pH es bajo [139;. Por otro lado la
presencia de suero (70% y 20%) y albumina fueron los que mayor efecto
negativo mostraron sobre la actividad del G-1. Lo que no tiene explicacién
aparente es la significativa disminucién de su actividad para levaduras y
bacterias gramnegativas y no para S. aureus. En este sentido podria
especularse que el producto de la reaccion G-1/cisteina solo tendria actividad
frente a S. aureus o que el paso de G-1 al interior de este microorganismo

podria ser mas rapido que la velocidad de reaccién de adicién, lo cual no
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ocurriria del mismo modo para el resto de los microorganismos. De todos modos

esta hipotesis deberia comprobarse experimentalmente.

3.4 Influencia de varios factores en la actividad del G-1 frente a Candida

albicans

Al comparar los valores de CIMs5y determinados frente a Candida albicans en
condiciones estandar con los obtenidos al aumentar el tamafio del indculo (Tabla
4), se puede apreciar que la CIMsy permanecié practicamente constante al variar
este factor, aunque un aumento del pH hasta 7,0 y 7,4 (ver (b) y (c)) incremento
ligeramente los valores hasta 1.41 y 1.33 veces. Sin embargo en presencia de
suero, albumina y cisteina aumentd notablemente los valores de la CIM del G-1,
siendo la presencia de suero al 70% y cisteina los que mayor efecto negativo
mostraron sobre la actividad. El aumento de los valores de CIMs, en presencia
de cisteina fue alrededor de 78.33 veces muy similar al del suero 70%. En el
caso de la CIMgy tampoco ocurrieron muchos cambios, practicamente se
mantuvo constante con respecto a los valores estandar como es el caso del
tamano del indculo y el pH, pero en el caso de la albumina y del suero 20% sus
valores aumentaron 12 y 23.5 veces, respectivamente. Sin embargo, en el caso
del suero al 70% vy cisteina se observé que aumentaron notablemente sus
valores por encima de 63.8 veces.

Tabla 4. Influencia de varios factores en la actividad del G-1 medida en términos de CIMs, y
CIMy, Candida albicans.

CIM .
Condicién
(ng/ ml)
Normal | Inéculo pH pH Suero | Suero | Albumina | Cisteina
10’ 5.8 88 | 20% | 70%
UFC/mL
CIMs, 0.6 0.7 0.9 0.8 12.5 48.4 3.4 47
ClIMyg, 1.2 1.3 1.7 1.6 23.5 83.3 14.4 63.8
Leyenda: para C. albicans: (a) = 104, (b) = 7.0, (c) = 7.4, n = 30 para c/especie
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El aumento del tamafio del indculo y la variacion del pH no mostraron efecto
significativo frente a Candida albicans; sin embargo, la actividad antimicrobiana
de un nuevo antibiético inyectable, carbapenem (BO-2727) con amplio espectro
y potente actividad antibacteriana, fue afectada por el pH del medio y tamafio del
inoculo, de la misma manera que el meropenem y imipenem 140}, I0 cual avala la
fuerte actividad de G-1 frente a estos microorganismos. En presencia de suero y
cisteina, la actividad del G-1 disminuyé significativamente (> 4 veces). Sin
embargo, en el caso de los imidazoles (fluconazol, itraconazol y ketoconazol),
los mismos se unen fuertemente a las proteinas y disminuyen su actividad entre
16 y 1024 veces frente a algunas cepas de Candida albicans en presencia de
suero al 20% [141). Por tal razon puede esperarse una elevada union de G-1 a
proteinas. Dicha suposicién deberia comprobarse experimentalmente asi como
su significado farmacocinético y clinico, pues se plantea que solamente la
fraccion no unida es la que tiene actividad antimicrobiana [1427. No obstante,
algunos farmacos como la daptomicina con unién a proteinas superior al 98%
mejora su actividad clinica al aumentar su concentracion sérica por mas de
cuatro veces su CIM [143. Con excepcion de Staphylococcus aureus, la presencia
de cisteina disminuyd significativamente la actividad del G-1. Esta disminucién
es légica toda vez que se plantea que el G-1 puede sufrir reacciones de adicién

al doble enlace exociclico.
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Conclusiones:

1.

La actividad in vitro del G-1 permanece practicamente invariable al variar el
pH del medio, siendo ligeramente superior a pH acido que a pH basico, frente

a todos los microorganismos ensayados.

La actividad in vitro del G-1 disminuye significativamente al adicionar suero,
albumina y cisteina al medio de cultivo frente a todos los microorganismos

ensayados excepto para la cisteina frente a Staphylococcus aureus.
La actividad in vitro del G-1 disminuye frente a Escherichia coli vy

Staphylococcus aureus y permanece invariable frente a Candida albicans y

Pseudomonas aeruginosa al aumentar la carga del inéculo.
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Recomendaciones:

4.

Realizar ensayos in vitro e in vivo para determinar el grado de unién del G-1

a proteinas plasmaticas asi como su significado farmacodinamico.

Dilucidar el mecanismo de accion del G-1 y su relacidn con la disminucion de

la actividad del mismo en presencia de cisteina.

Realizar experimentos in vivo producidos con elevadas cargas de inéculo de

Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa y tratados con G-1.
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