UNIVERSIDAD INTERNACIONAL
DE LAS AMERICAS

CARRERA DE LICENCIATURA EN FARMACIA

“EVALUACION IN SILICO DE LA ACCION
ANTIMICROBIANA DE ANALOGOS DE CLORHEXIDINA
SOBRE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI Y PSEUDOMONAS

AERUGINOSA”

MODALIDAD DE TESIS PARA OPTAR POR EL GRADO DE LICENCIATURA EN
FARMACIA

DANNY MENDEZ GONZALEZ

TUTOR: M. Sc. DENNIS JIMENEZ VARGAS

ARANJUEZ, SAN JOSE

MARZO, 2020



Contenidos
AGIAO0ECTTIENTOS ... ettt bbb bbbt b e et b et bbbt enes 8
PENSAIMIBNTO ...ttt bbb bttt e bbb bt b 9
CAPITULO I: INTRODUCCION ......ouiiuiimiiereeeisseeeessesessesssssessssssses st ssasssesssssasenncs 10
Planteamiento del ProbIEma ...........couiiiiiiii s 10
(@] o] =] £ 1Yo LTRSS RUSOPRSPPN 12
ODJETIVO GENETAL ...t b bbbt 12
ODjJEtiVOS BSPECITICOS ... iviiiitiiieeieiee ettt ettt st resreeneenens 12
JUSTITICACTON ...t 13
PIOYECCIONES ...ttt bbbttt b b bbbttt e bbbttt b e 15
AANTECEUBNTES. ...t bbbt e e nn b bt 16
Antecedentes INtErNACIONAIES ...........ooviiiiiiieeee e 18
ANtecedentes NACIONAIES ...........cooiiiiieiee e 23
CAPITULO 11: MARCO TEORICO ....ccvumiimiiniiieiseissisessssisesss s 25
HIStoria de 1aS DACTEIIAS .........coiiiiicieee s 26
Division de bacterias en Eucariotas y ProCariotas...........ccceveevveiieieciesic s 27
Clasificacion bacteriana basada en la morfologia ..........ccoccevveveiienieni e 28
Clasificacién bacteriana por medio de la Tincion de Gram ..........ccccevvevvevevesesesnseeeenenn, 31
Estructura de la Célula proCariotiCa ............ccceoeeeeieere i 33
Pared CEIUIAT ...ttt 33
=T o1 o (oo I To%: 1o To I PSSP 36
IMEMBDIANEA EXIEINA ...t 40
Membrana CitOPIASMALICA.........coereirieieeieie bbb 43
Composicion de la membrana citoplasmatica bacteriana.............cccccceevvieivevecie e 50

Capsula de CEIUIAS Pro-CariOtaS .......ccueieeieiieieeiee et saeeneenes 51



Flagelos de CEIUIAS PrOCAriOtaS ........ceciviiieiicie et 52
Pilosidades (fimbrias) de CElulas Pro-Cariotas...........ccccuererereieneninieeee s 53
Matriz cito-plasmatica de CElulas Pro-Cariotas...........cocoevereireneinese s 53
Cuerpo de inclusion de células pro-Cariotas..........ccccvveiviieeiieie e 54
Nucleoide de CEIUIAS PrOCAIIOLAS ...........eviiriieiie e 54
Familias bacterias Gram negativas de INErES.........ccccveieieeie i 56
Familia ENtEroDaCIEriACEaE ..........cuciiiiiiie et bbb 56
ESCNEriCRIA COlI ... es 57
Etiopatogenia de la bacteria Escherichia COli.........cccocoiiiiiiiiiiiiccic e 59
L2201 o TS PRPSSSR 63
Familia PSEUdOMONAUACEAE ..........coiueeiiiie et 66
PSEUAOMONAS AEIUGINOSA .....c.veeueeivieieesreeiesieeteeseesseesteeseesseesseaseessaesseeseesseesseensesseessaesenseesres 67
Etiopatogenia de la bacteria Pseudo-monas @eruginoSa ..........c.eevereeiererieeniesenseesiesennens 71
LI L L 11T 01 (o PSP PSPPI TRTRPRPRPRIS 73
FiSiologia DACLErIANA. .......cviviii s 79
Barreras € INMUNIAA. ..........ooiiiii e 81
Relacion entre la micro-biota normal y el huésped...........cccooveveiieiiccc s, 88
ANTE-DIOTICOTEIAPIA. ...t b ettt 89
RESIStENCIA DACEITANG. .......ieiiiiie e 98
INfECCIONES NOSOCOMIAIES ... .cvveeieiiieci et e e nns 105
AANTISEPSTA ..ttt bbb bbbt b R bbb b bbb 110
Clasificacion de los antisépticos de acuerdo a su composicion quUIMICa...........ccceceverveennnnn 112
(O (o] ¢ 1= q o [ - SRS URSRRSR 115
[ TS (0 T USSP 115



Mecanismo de accion de la molécula de clorhexiding ...........ccocooeoireiiinienieneincces 118
Efectos adversos y Contra-iNdiCACIONES ............ciiiiiieieieie et 119
Factores que afectan la potencia de los antisépticos y desinfectantes...........ccccccvcerevnnne. 120
(@01 g Tor- WAV, T=To [Tod [T | SO P PR 122
Pasos del desarrollo de NUEVAS ArOgas. ........coeiiririiieieiene e 123
ANAIOGOS MOIECUIAIES........icvieiieeie et be et e e ns 125
Propiedades deseables a la hora de elaboracion de andlogos ..........ccccovevevieivenciiiecieenean, 126
FAIMACOTONO. ...ttt bbb bbb 131
Optimizacion del @aNAI0GO.........ccveivieiiic e 132
ACOPIaMIENtO MOIECUIAT .........coiiiiiice e 138
Filtros de “druglikeness” Lipinski, Ghose, Muegge y Veber.........cccoovvviiivininiiiicninnene, 144
CAPITULO 111: MARCO METODOLOGICO ... 146
Enfoque de 12 INVESTIGACION.........ccoiiiiiiiieeeere s 146
Disefio de 1a INVESTIGACION ..........civieiiiie ittt ae e sneesre e 146
ODJETO A8 BSTUAIO ...ttt bbbt 147
Fuentes de INFOrMACION ...........oiiiiiii e 147
Criterios de iNCIUSION Y €XCIUSION ........ooiuiiiiiic e 148
Categoria de ANALISIS........cuiiieiiiee et 149
Variable d8 ANALISIS........ooviiiieei b 150
INSTFUMIBITOS ... r e nne e s 150
Procedimiento de recoleccion y analisis de 10S datosS..........cocvvvvviiiieiieiese s 151
Herramientas COMPULIACIONAIES...........cueiverieiieii et 153
CAPITULO IV: ANALISIS DE LOS RESULTADOS .......ovvurirererneereeseesnessesasesseeeens 157
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ........ccoovvvevereieereeeerene 207

BIBLIOGRAFIA ..ottt 210



YA C) (o I TP 217

Indice de figuras

Figura 1. Célula Eucariota vs Célula Procariota.............cccccevevieiieiecie e 28
Figura 2. Micrografias electrénicas mostrando la morfologia de diferentes bacterias........ 30
Figura 3. Procedimiento tinCion de Gram ..........ccccooveiiineinieneneese e 31
Figura 4. Clasificacion de las bacterias Gram positivas/ aerobias facultativas.................... 32
Figura 5. Clasificacion bacterias Gram negativas/ aerobias facultativas ..............c.ccocue..... 32
Figura 6. Clasificacion bacterias anaerobias ...........ccceveieeieiiiiicse e 33
Figura 7. Estructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas35
Figura 8. Estructura del peptidogliCano...........ccciiiiiiiiiiiesc s 37
Figura 9. Tipos de entreCrUZamIBNTO ..........ueruereerieeriesie et et es 38
Figura 10. Estructura del peptidoglicano de E. COli ........cccoviiiiiiiiiiiiiicceec e 39
Figura 11. Los 2 tipos de transporte pasivos y los 3 tipos de transportes activos................ 45
Figura 12. Sistemas de secrecion proteinas de bacterias Gram negativas............cc.cocveveee. 47
Figura 13. Sintesis del peptidogliCan0............cocuiiiiiiiiiiiee e 49
Figura 14. Composicion lipidica de diversas bacterias Gram negativas .............ccccceeveenee. 50
Figura 15. Nucleoide de una bacteria Escherichia coli ...........ccccoevvviiiiiiiicneece e 55
Figura 16. Porcentajes de bacterias no sensibles a distintos antibioticos..............ccccvveveenee. 64

Figura 17. Algoritmo de tratamiento de neumonia nosocomial producida por P. aeruginosa
en pacientes con 0 Sin ventilaCion MECANICA. .........ccevuererere i 75
Figura 18. Micro-biota normal del ser hUmano............ccccoveveiii i 87
Figura 19. Relacion bencilpenicilina y la cadena peptidica (R-D-Ala-D-Ala) del
peptidoglicano de SrEPIOMYCES .........ciiiieieie ettt bbb 94
Figura 20. Ribosomas procariotas y eucariotas y biosintesis de proteinas............c.ccceeuee.. 97

Figura 21. Modelo que ilustra la interaccion entre los componentes que gobiernan la

resistencia a los antibidticos B lactdmicos en Pseudomonas aeruginosa .........cccevevveeriveenns 100
Figura 22. Principales bacterias que presentan mayor resistencia a los antibi6ticos ........ 104
Figura 23. Cadena de tranSMiSION .........ccoeiriririerieise e 107

Figura 24. Distintas formulaciones de clorhexidina y sus respectivas indicaciones........ 117



Figura 25. Estructura Molecular ClorhexXiding...........cccooeeiieiiieiie i 119
Figura 26. Factores que influyen la accion de la clorhexidina..........c.ccccoevveviiiieinennenn, 121
Figura 27. Pasos para la elaboracion de una nueva entidad medica............ccocevvrvrvnnnnnns 124
Figura 28. Analogo de la piloCarping ........ccccovieiirieiie i s 127

Figura 29. Ejemplos de compuestos con estructuras rigidas, las cuales estan encerradas
para facilitar su visualizacion del grupo funcional rigido. ..........cccccoeviieiiieieiiicse e 128

Figura 30. Representaciones esquematicas de los tipos de complejos de inclusion

formados por ciclodextrinas y pros-taglandings............cccoceverereniniiieiesese e 131
Figura 31. Similitud entre losartan y otros farmacos anti-hipertensivos..............cc.ceevnee. 132
Figura 32. Variaciones en el grupo alquilo para llenar un pocket hidrofébico ................. 133
Figura 33. Ejemplos de sustitucion en el grupo alquilo ...........cceevevveieiieciccc e, 134
Figura 34. Variaciones en la posicion del sustituyente en el anillo aromético.................. 135
Figura 35. BiOiSOSLEriSMO CASICO........ceiuiiiiiiiiiiiieicee e 136
Figura 36. BioiSOSterismo N0 CIASICO.........c.ccviiiiiiiic e 137

Figura 37.Técnicas computacionales en funcion del conocimiento de la estructura del

[1gANAO Y B TECEPTON ... bbbt 139
Figura 38. Multiples enfoques computacionales de descubrimiento de fArmacos que se han
aplicado en varias etapas del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos. ......... 140
Figura 39. Esquema de una estrategia SBVS ..........ccccooveiiiie i 142
Figura 40. Estructura molecular de clorhexidina con digluconato............cccccvevviverieennen. 159
Figura 41. Prueba del efecto substantivo de la molécula original de clorhexidina ........... 160

Figura 42. Efecto del bafio de gluconato de clorhexidina sobre la colonizacion y la

INFECCION CON PALOGENOS ...ttt e e e aesneesre e e e 162
Figura 43. Los 5 momentos para el lavado de manos ..........ccccecvveeveevecieseese e 166
Figura 44. Infograma de la OMS acerca de cOmo lavarse l1as manos...........cccccceeeervvennene. 168

Figura 45. Paquete de medidas para la prevencién de bacteriemias asociadas a CVC .....171

Figura 46. Visualizacion molécula original de clorhexidina y PE (izquierda) y PG

(0 LCT =To] g ) SRRSO 203
Figura 47. Visualizacion molécula original de clorhexidinay CA .......ccccccevivevvviveivenenn, 203
Figura 48. Visualizacion del analogo 6 con PE (izquierda) y PG (derecha) ...........cce..... 204

Figura 49. Visualizacion del andlogo 6 CON CA .......ooeieieie e 204



Figura 50. Visualizacion del analogo 36 con PE vista adelante y atras del acoplamiento.205

Figura 51. Visualizacion del analogo 36 con PG (izquierda) y CA (derecha) .................. 205
Figura 52. Visualizacion del analogo 41 con PE (izquierda) y PG (derecha) ................... 206
Figura 53. Visualizacion del andlogo 41 con CA ...t 206

Indice de tablas

Tabla 1. Mecanismo de accion y clasificacion, antibioticos ..........cccccevvvevviveviececce s, 92
Tabla 2 Definiciones de [0S fIlIr0S. .......cov e e 144
Tabla 3. Cuadro de codificacion: Investigacion con Enfoque Cualitativo ...........c.ccceeeee. 149
Tabla 4. Cuadro de codificacion: Investigacion con Enfoque Cuantitativo........................ 150
Tabla 5. Softwares que PyRx utiliza de cOdigo abierto...........ccccevveveiieieene e 156
Tabla 6. Precauciones emitidas por los autores Larrafiaga y Fernandez ............c.ccccvveveeee. 164
Tabla 7. Lavado de man0os QUITUIGICO .......coueveuerieieerienieeeeeie et 169
Tabla 8. Preparacion, pero-operatoria del paciente ..........ccoceveveieiieeieiesese e 177
Tabla 9. Almacenamiento de 10S antiSEPLICOS ........cccvevvvevieiieiiiiece e 179

Tabla 10. Propiedades fisico-quimicas y cumplimiento de los filtros de druglikeness de la

molécula original de ClOrNEXITING .........ccoiiiiiiiiee s 181
Tabla 11. Condiciones para la difusion pasiva a traves de la piel ...........cccooevviininiinnnns 193
Tabla 12. Propiedades fisicoguimicas del analogo 6 de la molécula clorhexidina ............ 195
Tabla 13. Propiedades fisico-quimicas del analogo 36 de la molécula clorhexidina......... 197
Tabla 14. Propiedades fisico-quimicas del analogo 41 de la molécula clorhexidina......... 199

Tabla 15. Energias de union de la molécula Clorhexidina y los componentes de membrana.
Valores representados en valores absolutos y unidades de kcal/mol. ............c.cccoeinen 200
Tabla 16. Estructura y energias de union de los mejores 3 analogos y los componentes de

membrana. Valores representados en valores absolutos y unidades de kcal/mol. ............. 201



Agradecimientos

Primeramente, quiero agradecer a Dios por permitirme haber finalizado mis
estudios, por haber puesto todas las inquietudes y curiosidades surgidas durante este

proceso de aprendizaje, para instruirme, errar y mejorar ante las situaciones surgidas.

A mis padres Danny y Sandra por el regalo de la vida y por ser pilares en mi vida,
por ese amor incondicional que nunca falto, los consejos del dia a dia, los esfuerzos
realizados por ambos para que nunca me faltara nada, la motivacion diaria para alcanzar
mis metas y las oportunidades que me dieron para ser mejor persona. Les estaré
agradecidos toda la vida. Y a mi madre por siempre estar académicamente para mi y

ayudarme a salir con éxito ante las adversidades presentadas.

A mi hermano Samuel, por toda la paciencia brindada a lo largo de estos afios de

estudio, porque siempre estuvo ahi cuando lo necesite.

La universidad por otra parte me dejo una gran familia, llegué a conocer grandes
personas a lo largo de este proceso, muchos de ellos amigos con los que comparti risas,
alegrias, angustias, sustos. De igual forma agradezco a los profesores que Dios puso en mi
camino que me ayudaron a finalizar este proceso y me instruyeron con su sabiduria, de
igual manera agradezco a las personas que laboran en la universidad también fueron
grandes amigos, desde los guardas, personal administrativo, personal de laboratorio, los de

la soda.

Especialmente agradezco a mi tutor Dennis Jiménez, quien es un excelente persona
y profesor, por haberme instruido en este campo el cual he aprendido montones bajo su

tutela.



Pensamiento

“Si un hombre comienza con certezas, terminaré con dudas, pero si se contenta con
comenzar con dudas terminaré con grades certezas”

Francis Baron (1561-1626)



10

CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

En los ultimos afos se ha dado un considerable incremento en la preocupacion
acerca de la resistencia a los antibioticos de los diferentes tipos de microorganismos, desde
la aparicion de los antibioticos en el siglo XIX. Esta problematica es particularmente
relevante en el ambito de la salud y se puede asociar con el uso indiscriminado de los
antibidticos y la presion selectiva ambiental realizada por los antisépticos y desinfectantes,
lo que genera una respuesta de supervivencia en los microorganismos, que los capacita para
evadir con eficacia la accion bactericida de algunos agentes (Cabrera , Gomez, Zufiga,
2007, p. 149).

Las infecciones asociadas a la atencion en salud son uno de los eventos secundarios
a los que mas comunmente se enfrentan los pacientes hospitalizados y ocurren hasta en 10
% de esta poblacion. Este tipo de infecciones generan un incremento en la morbilidad, la
mortalidad, el tiempo de hospitalizacién y los costos asociados a la atencién en salud

(Maya, Ruiz, Pacheco, Valderrama, Virgina & Villegas, 2011, p. 1).

La adecuada aplicacion de las normas de antisepsia y, entre ellas, el uso de
antisépticos eficaces, son mecanismos que tienen como objetivo la prevencion de las
infecciones asociadas a la atencion en salud. Entre los antisépticos mas empleados se
encuentra la clorhexidina, compuesto que ha ganado mayor uso y aceptacion en el ambiente
hospitalario, debido a que ha comprobado ser una herramienta util en la prevencion de este

tipo de infecciones (Maya et al., 2011, pp. 1-2).

Segun Moncayo (2014) cita claramente a la OMS: "Ante el aumento inexorable
de las infecciones por microorganismos resistentes, la escasez de nuevos antibidticos en

desarrollo y el poco interés de la industria para invertir en 1+D en este campo, se requieren



11

soluciones innovadoras para detener el incremento de las infecciones por microorganismos

resistentes”.

Y mas adelante concluye: "La crisis de salud global a causa de los microorganismos
resistentes nos concierne a todos, ya que es un problema de si habra o no antibidticos
efectivos en el futuro para tratar muchas infecciones que amenazan la vida" (pp. 1-2).
Debido al gran aumento de resistencia y que este es un fendmeno natural de la evolucion y
la genética de las mismas bacterias hacia los diferentes tipos de antibiéticos usados en la
actualidad.

También sabiendo que juega un papel fundamental el estado inmunoldgico,
fisiologico y genético del huésped se hace muy dificil el manejo de las infecciones
nosocomiales donde los gérmenes oportunistas se manifiestan, en estos casos es complejo
controlar por parte de los profesionales de salud de los diferentes ambientes laborales en los
centros de salud. Considerando la importancia progresiva de aspectos ambientales, los
avances Y actualizaciones en el ambito de uso correcto de antisépticos y desinfectantes, se
hace necesario la creacion de nuevos analogos que optimicen la actividad antimicrobiana de

la molécula original de clorhexidina.

Lo que nos lleva a la siguiente pregunta de investigacion ¢Existe la posibilidad de
crear analogos de Clorhexidina que sean mas selectivos hacia componentes de membrana

de microorganismos como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa?
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar mediante métodos in silico diferentes analogos de Clorhexidina para
potenciar la actividad antimicrobiana sobre cepas de microorganismos de Escherichia coli

y Pseudomonas aeruginosa.

Objetivos especificos
Analizar la accion antimicrobiana de la molécula de Clorhexidina sobre diferentes

microorganismos a nivel intrahospitalario.

Explicar el uso de los antisépticos especialmente de la Clorhexidina en pacientes e

instrumentos médicos para la prevencion de infecciones en el ambito hospitalario.

Crear diferentes analogos de clorhexidina para la accidén antimicrobiana contra las

cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
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Justificacién

Como menciona la Organizacion Mundial de la Salud [OMS], (2004) un antiséptico
se define como un tipo de desinfectante que cuando se aplica sobre superficies del cuerpo o
en tejidos expuestos, destruye o inhibe el crecimiento de microorganismos en tejidos vivos
sin causar efectos lesivos, no necesariamente matan todos los organismos, pero los reducen
a un nivel que no dafian la salud ni la calidad de los bienes perecederos. Estos también se
aplican sobre objetos y materiales inanimados, como instrumentos y superficies, para tratar

y prevenir la infeccion (Formulario Modelo de la OMS, 2004, p. 270).

A partir de 1839 y 1877 Justin Von Liebig, Joseph Lister y Louis, Pasteur, realizan
investigaciones y avances en el uso de antisépticos y desinfectantes con el fin de reducir el
numero de muertes por infeccion. Desde ese entonces, los antisépticos y desinfectantes se
han desarrollado en gran medida y hoy existen diversos métodos fisicos y quimicos para
eliminar los microorganismos de los objetos inanimados y de seres vivos, determinando de
esa manera que la aplicacion de los antisepticos conciba un enorme progreso en el control

de las infecciones (Castro, 2015, p. 13).

El adecuado conocimiento de definiciones y normas de uso de antisépticos y
desinfectantes, permite al profesional sanitario contar con una herramienta esencial para
evitar la diseminacion de agentes infecciosos, a la vez que proporciona las bases cientificas
para su utilizacion. El incremento de pacientes con alta susceptibilidad a las infecciones, la
aparicion de microorganismos resistentes a los antimicrobianos, el aumento y la
complejidad en las intervenciones realizadas de multitud de procedimientos invasivos,
coinciden muy dificil su eliminacion y reduccion a cero es practicamente inalcanzable
(Diomedi et al., 2017, p. 156).

Cada paciente estd expuesto a una gran y particular variedad de agentes
microbianos durante su hospitalizacion. El contacto entre el paciente y tales agentes, en si,
no produce necesariamente una enfermedad clinica, puesto que hay otros factores que
influyen en la naturaleza y frecuencia de las infecciones nosocomiales, pero puede llevar a
la colonizacién y permitir la diseminacion de estos patdgenos con relevancia

epidemioldgica en los centros de salud. La infeccion por alguno de estos microorganismos
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puede ser transmitida por un objeto inanimado o por sustancias recién contaminadas
provenientes de otro foco humano de infeccion (infeccion cruzada) (Diomedi et al., 2017,
p. 156).

Dentro de los factores de riesgo mas comunes de infecciones nosocomiales
mencionan Garcia et al., (2008) Escherichia coli es una de las principales causas de
infeccion, ademas es el agente etioldgico mas frecuente en la infeccion del tracto urinario y
una de las causas principales de meningitis neonatal también puede ocasionar una amplia
variedad de infecciones intestinales y extra-intestinales (p. 157). Por otra parte, segln
Hernandez et al., (2018) Pseudomonas aeruginosa es en la actualidad uno de los mi-
croorganismos de mayor impacto en las infecciones hospitalarias. Su frecuencia oscila
segun los paises, Espafia (10%) y EE.UU. (25%), estas variaciones estan asociadas al tipo
de hospital, area geografica, tipo de servicio, tipo de pacientes y patron de uso de

antibioticos cambiante segun la epidemiologia de cada hospital (pp. 123-124).

De acuerdo con lo planteado anteriormente se evidencia la necesidad de nuevas
moléculas con actividad antimicrobiana, de amplio espectro para lograr una diseminacion
rdpida de microorganismos resistentes. Es aqui donde se hace indispensable por los
diferentes especialistas de salud, el estudio y conocimiento de la importancia de la
clorhexidina como antiséptico utilizado para la prevencion de complicaciones en pacientes
que se encuentren hospitalizados y para lograr mejorar su actividad, se pretende producir
diferentes analogos basandose en la molécula original de clorhexidina para contribuir en la

prevencion de enfermedades a nivel mundial.

Actualmente, mediante una rama de la quimica medicinal con una técnica
computacional llamada acoplamiento molecular es posible obtener predicciones de las
estructuras de los complejos blanco molecular - ligando y obtener funciones de energia a
partir de las estructuras tridimensionales de cada una de las moléculas que interactian entre
si, gracias a los grandes avances tecnologicos existen bibliotecas de estructuras de
compuestos quimicos y bioldgicos que se usan para poder llevar a cabo esta tarea esta, este
el principio detrds de la creacion de nuevos analogos que sean mas potentes, o eficaces

hacia el blanco molecular.
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Proyecciones

Evidenciar la actividad antimicrobiana de los andlogos de clorhexidina elaborados a
partir de programas computacionales sobre cepas de Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa.

Se pretende producir analogos in silico de clorhexidina que sean mas eficaces sobre
microorganismos, mas que la molécula original usada para la desinfeccion intrahospitalaria,

esto acarrearia nuevas alternativas para la desinfeccién.

Generar a partir de la produccion de anélogos in silico nuevas posibles utilidades para la

molécula en sus diferentes ambitos de uso.

Causar conciencia sobre los protocolos actuales utilizados para la desinfeccién a nivel

intrahospitalario.

Lograr que los analogos de clorhexidina presenten una mejor energia de union con los
componentes de membrana bacteriana, que la energia de unién que presenta la molécula

original de clorhexidina.

Desarrollar mas experiencia con el uso de programas computacionales que es una

herramienta de quimica medicinal que viene con un auge fuerte en los ultimos afos.
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Antecedentes

Histoéricos
Clorhexidina

Segun Weinstein, Milstone, Passaretti & Perl (2008), sefialan que la clorhexidina es una
solucion antiséptica topica que se ha utilizado en todo el mundo desde 1954. Su uso en
nifios y adultos ha proporcionado un excelente historial de seguridad y eficacia para
aplicaciones tan diversas como el lavado de manos, la preparacion preoperatoria de la piel,
el tratamiento de la gingivitis y en el cuerpo, lavados para prevenir la sepsis neonatal. El
gluconato de clorhexidina es una biguanida catidnica soluble en agua que se une a la
membrana celular bacteriana cargada negativamente, alterando el equilibrio osmotico de la
célula. La clorhexidina esta disponible comercialmente en una variedad de concentraciones

(0.5% —4%) y formulaciones (con y sin alcohol isopropilico o etanol) (p. 3).

Segn Diomedi et al., (2017), la clorhexidina pertenece al grupo quimico de las
biguanidas, correspondiendo a una molécula catidnica desarrollada en Inglaterra en 1954
accidentalmente, cuando se buscaba un agente antimalarico; los estudios in vitro revelaron
una alta actividad antibacteriana y una posterior evaluacion reportd su baja toxicidad en
mamiferos, buena afinidad con la piel, membranas y mucosas. Todas estas propiedades
llevaron al posterior desarrollo y aplicacion de clorhexidina como un recomendado

antiséptico para piel y mucosas, en heridas leves y para uso odontolégico (p. 5).
Infecciones Nosocomiales

La historia de esas infecciones desde sus origenes, las grandes figuras de la
medicina relacionadas con ellas y sus aportes, hasta los esfuerzos que en la actualidad se
llevan a cabo en la prevencion y el control de ese azote de los hospitales, Nosocomial
proviene del griego nosokomein que significa nosocomio, o lo que es lo mismo hospital, y
que a su vez deriva de las palabras griegas nosos, enfermedad, y komein, cuidar, o sea,
“donde se cuidan enfermos”. Por lo tanto, infeccion nosocomial es una infeccion asociada

con un hospital o con una institucién de salud (Nodarse, 2002, pp. 1, 3).
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Mismos autores mencionan en su articulo fragmentos de la historia acerca del
origen de las infecciones nosocomiales. Sir John Pringle (1740-1780), quien fue el primero
que defendié la teoria del contagio animado como responsable de las infecciones
nosocomiales y el precursor de la nocidn de antiséptico. James Simpson, fallecido en 1870,
realiz6 el primer estudio ecoldgico sobre las infecciones intrahospitalarias (I11H) , donde
relaciond cifras de mortalidad por gangrena e infeccion, tras amputacion, con el tamafio del
hospital y su masificacion, en 1861 el eminente médico hdngaro Ignacio Felipe
Semmelweis publico sus trascendentales hallazgos sobre el origen nosocomial de la fiebre
puerperal, los cuales demostraron que las mujeres cuyo parto era atendido por médicos en
un centro de salud, resultaban infectadas 4 veces mas a menudo que las que eran atendidas
en su casa por parteras (Nodarse, 2002, pp. 3, 6).

Por otro lado, los autores Rodriguez, Ferndndez, Ochoa y Romero (2017), sefialan
desde tiempos remotos, cuando el hombre reconocié y constaté que ciertos problemas de
salud podian ser resueltos con tan solo el cuidado de sus manos, surgio la era de la cirugia.
El instante en el que se rompia la barrera mas importante de defensa del organismo: la piel,
para restaurar cualquier trastorno susceptible de ser reparado apenas con habilidades
manuales. Acomparfiando a este gran suceso aparecieron las complicaciones infecciosas
posoperatoria. En el siglo XIX, el reconocimiento de los conceptos de asepsia
(Semmelweis) y antisepsia (Lister) proporciono las primeras oportunidades para evitar las
infecciones que, hasta ese momento, se habian producido casi en todos los actos
quirdrgicos (pp. 1, 10).

Segun Leralta (2017), en su trabajo final de grado denominado " Infecciones
nosocomiales, importancia de Pseudomonas aeruginosa." Las infecciones nosocomiales
(IN) son las infecciones que adquieren los pacientes ingresados en un hospital por un
motivo distinto al ingreso, la prevalencia de pacientes afectados por las infecciones
nosocomiales en Espafa representa alrededor de un 8%. La mortalidad de estos pacientes
alcanza un 20% y el gran impacto econdémico oscila en 1.000 millones de euros al afio. El
problema de las infecciones nosocomiales va mas alld de nuestro pais, tanto es asi que en

Estados Unidos la magnitud del problema es similar a la de Espafia.
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Los patdgenos capaces de desencadenar las infecciones nosocomiales son
numerosos, pero destacan Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus epidermidis
entre otros, encontrdndose ampliamente distribuidos en el entorno sanitario. El tercer
patdgeno nosocomial més prevalente en Espafia en 2016 fue Pseudomonas aeruginosa,
patdogeno de gran interés debido a la problematica de su infeccion, los sistemas de
resistencia antibiotica (biofilm, bombas de eflujo, enzimas) y la complejidad del
tratamiento (Leralta, 2017, p. 16).

Maés adelante Leralta (2017), nos expone porcentajes de infecciones nosocomiales
correspondientes a cada patogeno durante el periodo 2008 a 2016. De los seis
microorganismos mencionados, en el 2008 P. aeruginosa (14,07%) fue el mayoritario,
seguido de E. coli (11,14%) y luego S. aureus (6,65%). A partir del 2012 E. coli (16,34%)
es el principal responsable, seguido de S. aureus (10,35%) y P. aeruginosa ocupa al tercer
lugar (10,5%). En cuanto a E. faecalis, K. pneumonie y S. epidermidis representan menores

porcentajes de infecciones nosocomiales, variando ligeramente cada afio.

Antecedentes Internacionales

La revista de American Journal of Infection publico el estudio "Lasting hand self-
disinfection: A backup for hospital hand hygiene™ a cargo de los autores Herruzo, Yela,
Vizcaino en el afio 2015, donde su objetivo fue evaluar un efecto residual de 30 minutos
por diferentes productos antisépticos en la micro-biota enddgena y adquirida. Esto mediante
un analisis de productos los cuales fueron 2% y 5% de clorhexidina, 1% y 10% de yodo
povidona, 60% °n-propanol, 0.2% de mecetronio + isopropanol y 0.6% de clorhexidina +
isopropanol + 0.1% de cloruro de benzalconio. Los microorganismos identificados fueron 3
cepas ATCC (Escherichia coli K 12; Pseudomonas aeruginosa ATCC No. 15.442;
Staphylococcus aureus ATCC No. 6538) y 9 cepas multi-resistente aisladas de pacientes de

la unidad de cuidados intensivos (utilizadas como micro-biota adquirida).

Los mismos autores mas adelante sus exponen resultados, y los mejores productos
in vivo e in vitro con un efecto residual después de 30 minutos en las manos fueron 2% -5%

de clorhexidina y 0,6% de clorhexidina + isopropanol + 0,1% de cloruro de
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benzalconio. Esta reduccion fue significativamente diferente de los otros 4
antisepticos. Este efecto residual se puede considerar un estado de la mano auto
desinfectante en la practica diaria, se concluye con las ideas de que los antisépticos de
mano utilizados en hospitales deben pasar pruebas de eficacia residual (después de 30
minutos en micro-biota adquirida) que muestran una reduccion in vivo e in vitro. Un buen
producto puede ser la mezcla de clorhexidina + alcohol + cloruro de benzalconio (Herruzo,
Yela & Vizcaino, 2015, pp. 3, 6).

Los autores Donskey & Deshpande de la Revista American Journal of Infection
Control publico en el afio 2016 un articulo " Effect of chlorhexidine bathing in preventing
infections and reducing skin burden and environmental contamination: A review of the
literature™ donde se estudid si el de bafio de clorhexidina es efectivo para reducir los niveles
de patogenos en la piel, para evaluar el potencial de descontaminacion de la piel para
reducir la transmision, los autores analizaron diversos estudios con relacion al tema. El
primer estudio analiza si el bafio de clorhexidina en todo el cuerpo de una unidad de
cuidados intensivos (UCI) es efectiva, los pacientes fueron bafiados diariamente con pafios
de clorhexidina al 2% durante el periodo de intervencion y se realizaron bafios de agua y
jabon estandar o pafios de limpieza sin clorhexidina durante los periodos de control (p.1).

Enterococcus resistente a la vancomicina (VRE) fue elegido para el estudio, ya que
a menudo estad presente en la piel de pacientes colonizados y es una causa comun de
infecciones del torrente sanguineo asociadas a la via central. Los resultados obtenidos por
los autores Donskey y Deshpande de la revista mencionada anteriormente, muestran una
reduccion en la deteccion de VRE en la piel. Para la piel inguinal, hubo una reduccién de
2.5 log en las concentraciones de VRE en el grupo de bafio de clorhexidina que persistio
durante al menos 6-8 horas. La reduccion de VRE en la piel se asocié con una
contaminacion de VRE significativamente reducida en el medio ambiente y en las manos
del personal. Ademas, hubo una reduccién significativa en la adquisicién de VRE en la
UCI, Los hallazgos brindan un fuerte apoyo al concepto de control de fuentes como una
estrategia para reducir la diseminacion de patogenos asociados a la atencion médica
(Donskey & Deshpande, 2016, pp. 2, 4).

Otro de los articulos analizados por Donskey & Deshpande (2016), sefiala

reducciones significativas en bacterias Gram positivas y Gram negativas y Candida spp en
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la piel. Ademas, en 12 de los 14 estudios (86%), el bafio de clorhexidina se asocié con una
reduccion significativa en la colonizacion. De igual manera exponen resultados de un
ensayo cruzado multi-céntrico, aleatorizado por conglomerados, en nifios criticos en 10
UCI. El bafio se realiz6 con pafios impregnados con clorhexidina al 2%, el bafio de
clorhexidina resulté en una reduccion estadisticamente significativa de la bacteriemia. Los
autores concluyen mencionando que, durante la Gltima década, se ha acumulado una
creciente cantidad de evidencia que sugiere que el bafio con clorhexidina puede ser
beneficioso como estrategia para prevenir la colonizacion y la infeccion con agentes
patdgenos asociados a la atencion médica (Donskey & Deshpande, 2016, pp. 2, 4).

Segun la publicacion de Lowe et al., (2016). En la Revista American Journal of
Infection Control tituada "Reduction in hospital associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus and vancomycin-resistant Enterococcus with daily chlorhexidine
gluconate bathing for medical inpatients” consistié en determinar si el bafio diario con
gluconato de clorhexidina (CHG) se usa cada vez mas en unidades de cuidados intensivos
para prevenir infecciones asociadas al hospital, el estudio fue realizado del 1 de mayo de
2014 al 10 de agosto de 2015.

Se realizd un estudio cruzado prospectivo en 4 unidades de hospitalizacion médica,
las unidades de intervencion utilizaron gluconato de clorhexidina durante un periodo de 7
meses, incluida una fase de lavado de 1 mes, mientras que las unidades de control utilizaron
jabon no medicinal y bafios de agua. Las tasas de colonizacion o infeccion por
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y la colonizacion o infeccion por
Enterococcus resistentes a la vancomicina (VRE) asociadas al hospital fueron el punto final
primario (Lowe et al., 2016, pp. 1, 8).

Los autores Lowe et al., (2016). Obtuvieron entre sus resultados que el
cumplimiento del bafio diario con CHG fue del 58%. EI MRSA y el VRE asociados con el
hospital disminuyeron en un 55% (5.1 frente a 11.4 casos por 10,000 dias de internacion, P
= 0.04) y 36% (23.2 frente a 36.0 casos por 10,000 dias de internaciéon, P = 0.03),
respectivamente, llegando a la conclusion de este estudio prospectivo y pragmatico para
evaluar el bafio diario de CHG en unidades médicas para pacientes hospitalizados, fue
eficaz para reducir el MRSA y el VRE asociados con el hospital (Lowe et al., 2016, pp.1,
8).
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Por otro lado, la Facultad de Odontologia de la Universidad de la Republica
Montevideo, Uruguay, publico un estudio en el afio 2016 a cargo de Romero, Papone y
Jiménez titulado "Gluconato de clorhexidina: seguridad y eficacia como antiséptico en
cirugia buco maxilofacial" donde mencionan un ensayo clinico controlado en el que se
evalud la eficacia y la seguridad de dos soluciones de gluconato de clorhexidina aplicadas
como antiséptico de piel y mucosas. El ensayo se realizd en una poblacién de estudiantes
que concurrieron a la Clinica de Cirugia Buco-maxilofacial, y concluyeron que, la
aplicacion de gluconato de clorhexidina al 2% tendria un efecto inhibitorio sobre el
desarrollo bacteriano mayor que el gluconato de clorhexidina al 0,12%, y por lo tanto
mayor eficacia y seguridad como agente antiséptico.

En la Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social los autores Arias,
Rosado, Vargas y Gragales (2016), publicaron el estudio "Los microorganismos causantes
de infecciones nosocomiales en el Instituto Mexicano del Seguro Social "donde su objetivo
es la prevencion y el control de las infecciones nosocomiales, se estudiaron todos los
resultados positivos de los cultivos de las infecciones nosocomiales reportadas por el
sistema de Vigilancia Epidemioldgica Hospitalaria del Instituto Mexicano del Seguro
Social durante el afio 2013. Se reportaron los microorganismos mas frecuentes y los de
mayor relevancia epidemioldgica. EI microorganismo més frecuentemente aislado fue
Escherichia coli con 8192 (16.9 %), seguido del grupo de Staphylococcus coagulasa-
negativos con 6771 (14 %) y Pseudomonas aeruginosa 5275 (19.9 %). Se concluye el
presente estudio identificando a Escherichia coli, a Staphylococcus coagulasa negativos y a
Pseudomonas aeruginosa como los principales microorganismos que se deben combatir
(pp. 1, 4).

En la Revista Espafiola de Quimioterapia los autores Hernandez et al., (2017),
publicaron el estudio "Infecciones nosocomiales por Pseudomonas aeruginosa multi-
resistente incluido carbapenémicos: factores predictivos y pronosticos. Estudio prospectivo
2016-2017 ", donde su objetivo fue valorar la significacion clinica y analizar los valores
predictivos y pronosticos de P. aeruginosa ya que es uno de los principales
microorganismos causante de infecciones nosocomiales. En los ultimos afios estan

aumentando las cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos y las infecciones producidas
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por estas cepas se han asociado a un aumento de la mortalidad. Por medio de un estudio
prospectivo de casos y controles no emparejados realizado en 64 pacientes diagnosticados
de infeccion nosocomial por P. aeruginosa, 32 de ellos por cepas sensibles y 32 por cepas
multi-resistente incluido los carbapenémicos (MDR/XDR-C), ingresados en un hospital de
tercer nivel. Se realiz6 un seguimiento hospitalario hasta el alta o fallecimiento y un control
a los 30 dias. Se analizaron variables clinico-epidemiolégicas y microbiolégicas (pp. 1, 3).

Més adelante los Hernandez et al. (2017), arrojan resultados de la incidencia de
cepas MDR/XDR-C fue de 2,3 por 1000 ingresos. Diez de las cuales fueron productoras de
metalo-pB- lactamasa tipo VIM. Los factores predictivos asociados de forma independiente
con MDR/XDR-C fueron: la estancia previa en UCI o Reanimacion (OR 14,01; 1C95%
2,105-93,297), la aparicion tras >20 dias de estancia (OR 29,826; IC 95% 4,783-185,997) y
la leucocitosis (OR 10,0190; 1C95% 1,842-56,369). Y concluyeron que los principales
factores de riesgo asociados a infecciones por cepas MDR/XDR-C fueron la estancia previa
en UCI o Reanimacion, la aparicion tras >20 dias y la leucocitosis. La infeccion por cepas
MDR/XDR-C no se asocia a un aumento de la mortalidad (pp. 3, 7).

La revista Cubana de Medicina Intensiva y Emergencias publico el estudio
"Infecciones nosocomiales y resistencia antimicrobiana™ a cargo de los autores Pérez,
Fernandez, Olivera, Puig, Rodriguez en el afio 2019 donde su objetivo fue describir el
comportamiento de las infecciones nosocomiales y la resistencia antimicrobiana. Esto
mediante un estudio descriptivo, prospectivo, longitudinal en la Terapia Intensiva del
Hospital Docente Clinico Quirurgico “Dr. Joaquin Albarran”, de enero de 2015 a diciembre
de 2016. De 231 pacientes sospechosos de infeccion nosocomial, se seleccionaron 64 en
2015 y 51 en 2016. Se analizaron las variables: perfil al ingreso, estadia, infecciones
nosocomiales, antimicrobianos, gérmenes, y estado al egreso. Como resultado los autores
exponen que la neumonia asociada a la ventilacion fue la mas frecuente de las infecciones
nosocomiales, causada por la Klebsiella spp, seguida por la bacteriemia ocasionada por el
Staphylococcus spp y las infecciones del tracto urinario por la Escherichia coli.
Predominaron los pacientes fallecidos con infecciones poli microbianas, y estadia
prolongada. En el periodo analizado mas de 40 % de los antibioticos usados mostraron
resistencia in vitro, excepto la vancomicina y la colistina. EI meronem fue el antibiotico

més empleado.
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Antecedentes Nacionales

En el afio 2007 la Caja Costarricense de Seguro Social (C.C.S.S), realiz6 una
actualizacion del programa de prevencion y control de infecciones intrahospitalarias que se
titula "Normas y Procedimientos Institucionales para la Prevencion y Control de
Infecciones Nosocomiales” donde se planteé como objetivo Establecer un Comité de
Prevencién y Control de Infecciones Intrahospitalarias de caracter interdisciplinario,
identificar los problemas de infeccion nosocomial, los riesgos del personal y proponer las

medidas correctivas, reducir el nimero de infecciones, estancias y costo.

En el afio 2007 en la Universidad Costa Rica (UCR) realiz6 una investigacion sobre
la " EVALUACION MICROBIOLOGICA DEL AMBIENTE EN LA SECCION DE
EMERGENCIAS QUIRURGICAS DE UN HOSPITAL NACIONAL" a cargo de Delgado
y Morera, donde se plante6 como objetivo evaluar el ambiente microbiol6gico al que estan
usualmente expuestos los pacientes del area de Emergencias Quirdrgicas de un hospital
nacional, donde se obtuvo un resultado preocupante ya que el 89% de las muestras
analizadas resultaron positivas para al menos uno de los parametros a determinar, lo que

refleja condiciones inapropiadas para la estancia de pacientes delicado en la seccion.

Por otra parte, los resultados de los autores de la UCR (2007), sefialan que para el
recuento de coliformes fecales, se manifestaron resultados no satisfactorios en un 10% de
las superficies planas, 100% de los lavatorios y en un 16% de las manos del personal, asi
que el Unico sitio de los evaluados que no se sobrepasd la norma establecida para el
recuento de coliformes totales y fecales fue en las gabachas y material textil utilizado en la
seccién. Entre el 24 agosto y 5 octubre del afio 2006, fechas que comprenden el muestreo
realizado, se reportd la identificacion de once microorganismos en la seccion de
Emergencias Quirdrgicas entre estos microorganismos encontramos: S. aureus, P.

aeruginosa, Acinetobacter spp, Candida spp y bacilos Gram negativos como E. coli.

El 4 de enero de 2019 se da la oficializacién y declaratoria de interés publico y
nacional del “Plan de accion nacional de lucha contra la resistencia a los antimicrobianos.

Costa Rica 2018-2025” en el cual se tiene como objetivo general, el vigilar, contener y
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controlar de forma integrada la resistencia a los antimicrobianos abarque salud humana,
salud animal y salud vegetal; para asegurar en la medida de lo posible la capacidad de tratar
y prevenir enfermedades infecciosas a través del uso responsable y racional de
medicamentos eficaces, seguros, accesibles y asequibles, que sean de calidad;
proporcionando los lineamientos para la contencion y la disminucion del impacto de la

resistencia a los antimicrobianos.

Asegurando en la medida de lo posible, la continuacién del tratamiento y
prevencion de las enfermedades infecciosas con medicamentos seguros y efectivos, con
garantia de calidad, empleados de manera responsable y accesibles a quienes los necesitan,
ademéas menciona que la resistencia a los antimicrobianos se ha distribuido a lo largo y
ancho del territorio nacional, donde se han reportado casos de microorganismos resistentes
en hospitales y en la comunidad. En el pais se han realizado aislamientos de bacterias
como: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitis,
Salmonella spp, Shigella spp, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Segun Canase y Canase (2012), en su libro Manual de Microbiologia y Parasitologia
Médica:

“La microbiologia, como un todo, con sus ciencias que abarca: bacteriologia,
micologia, parasitologia, virologia e inmunologia, es una ciencia relativamente
nueva, la cual se fue afianzando recién a partir de los inicios del siglo XIX. En el
pasado, el conocimiento de la esencia de las cosas provenia del saber empirico, el

cual estaba muy influenciado por los dogmas religiosos y filoséficos” (p. 12).

La palabra microbiologia deriva de las voces griegas mikros, pequefio; bios, vida y
logos, estudio; por lo que etimoldgicamente en ella se estudian los organismos demasiado
pequefos para ser percibidos a simple vista. La palabra parasitologia proviene de las voces
griegas para, junto a; sito, comida y logos, 0 sea, que trata de los seres vivos que habitan en
otro organismo viviente (hospedero) del cual obtienen su alimento (Llop, Valdes-Dapeno,
Zuazo (2001, p. 3).

Segun menciona Lizarbe (2009), en su articulo Bacterias y Virus ¢cOmo nos

defendemos?

“Los microorganismos son agentes etiologicos de numerosas enfermedades;
al inicio del siglo XX las enfermedades infecciosas eran una de las causas de muerte
maés frecuentes y, aunque se ha conseguido un control sobre muchas de ellas con la
consiguiente disminucion de la mortalidad, adn hoy constituyen una de las
principales causas de muerte en paises subdesarrollados. Asi, el nimero de personas
que mueren por enfermedades microbianas tan extendidas como la malaria, la

tuberculosis, el colera, la gripe, la neumonia, la gastroenteritis, es elevado” (p. 115).

Ademas, los microorganismos todavia constituyen una amenaza grave para
enfermos cuyo sistema inmunolégico se ha dafiado, por las complicaciones resultantes de
infecciones oportunistas, o cuando se produce una infeccion por un patégeno con

resistencia multiple. Todo ello hace que el control de enfermedades infecciosas sea un tema
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de actualidad, habiéndose alcanzado éxitos tan importantes para la Medicina” (Lizarbe,
2009, p. 115).

Historia de las bacterias

Canase y Canase (2012), muestran en su libro Manual de Microbiologia y
Parasitologia Médica como fueron las primeras nociones sobre enfermedades contagiosas y
muestran con un conocimiento basico como en el antiguo testamento, se relata que los
enfermos de lepra debian vivir fuera de las ciudades para evitar de esta manera contagiar a
los demas (p. 12). Ya en el afio 1546 Fracastoro de Verona, hablaba del contagium vivium
como causa de las enfermedades, basandose en sus observaciones sobre la sifilis y otras
enfermedades sostenia que las mismas eran contagiosas por el contacto directo interhumano
como las particulas transportadas por el aire, causando en el individuo sano, la misma

enfermedad que padecia el enfermo que lo contagio (Canese & Canese, 2012, pp. 12-13).

Francesco Redi en 1626 demostré que la formacion de gusanos en la carne en
putrefaccion, segun la teoria de la generacion espontanea, se impedia al protegerla con una
gasa, debido a que con ella se evitaba que las moscas desovaran sobre ella. De igual forma
fueron refutadas la produccion espontanea de ratones y otras formas similares de vida a
partir de la basura. En 1676, Anton Van Leeuwenhoek, comunicaba a la Royal Society de
Londres la observacion de formas bacterianas, mediante un microscopio de lentes de vidrio,
que el mismo construyd, con el que pudo observar bacterias esféricas, en formas de
bastones y en espiral, asi como también protozoarios y hongos filamentosos y
levaduriformes. Posteriormente en 1678 Rohert Hooke desarroll6 y perfecciond el
microscopio compuesto, mediante el cual corrobord los hallazgos de Van Leeuwenhock
(Canese & Canese, 2012, pp. 12-13).

Pero fue Gustav Henle en 1809-1885, quien sefialé por primera vez las pautas para
considerar que un germen era la causa de una enfermedad determinada. Su argumento
consistié en que, para poder probar la relacion existente entre un microorganismo y una
entidad nosoldgica, es necesario que aquel se encuentre siempre presente en ella, poderlo
aislar y comprobar posteriormente, inoculandolo a los animales, los efectos del mismo. Los
perfeccionamientos técnicos Robert Koch en 1843-1910 y sus colaboradores, tales como

los medios de cultivos sdlidos, los colorantes de anilina, importantes mejoras del
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microscopio. Le permitieron corroborar las ideas de Henle, emitir en 1882 sus famosos

postulados (Llop, Valdes-Dapeno y Zuazo, 2001, p. 5).

Segun los autores Llop et al., (2001). Los postulados emitidos por Henle en

1882, son los siguientes:

“1. El microorganismo debe estar presente, en abundancia, en los tejidos, sangre o

excretas del animal que sufre la enfermedad.
2. Debe ser aislado y estudiado en cultivo puro.

3. Debe ser capaz de reproducir la misma enfermedad cuando es inoculado a

animales sanos.

4. Debe ser encontrado, también en abundancia, en los animales asi inoculados

experimentalmente

Aunque los postulados de Koch, derivados de las ideas de Henle, no son
siempre totalmente exactos y un nuevo concepto de la enfermedad infecciosa existe
hoy en la actualidad, ellos hicieron avanzar extraordinariamente la microbiologia
médica al extremo que, en las dos Ultimas décadas del siglo XIX, se describieron
casi todos los microorganismos bacterianos principales causantes de enfermedades

infecciosas” (p. 5).

Divisién de bacterias en Eucariotas y Procariotas

Los autores Llop, Valdes-Dapeno, Zuazo (2001) clasifican primeramente las células
vivas como eucariéticas o procarioticas con algunas estructuras similares, ya que ambas
poseen membrana celular o0 membrana citoplasmética y ADN para la codificaciéon de sus
informaciones genéticas, las caracteristicas que difieren hacen a la célula procarittica
mucho mas simple que la eucari6tica, en cualquier nivel estructural, excepto en la pared

celular que es mucho mas compleja (p. 27).
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Figura 1. Célula Eucariota vs Célula Procariota

Célula eucariota Célula procariota

¢ Membrana plasmatica

« Envoltura nuclear

Fuente: Magalh&es, 2010.

Las bacterias (células procarioticas), carecen de sistemas de membranas internas y
en el citoplasma se localizan los cuerpos de inclusion, los ribosomas y el nucleoide con el
material genético, poseen una membrana plasmatica y una pared celular que es quimica y
morfoldgicamente compleja que contiene péptidoglicanos, estos capacitan a la bacteria para
resistir la presién intracelular evitando que se produzca una lisis osmdtica, les protege
frente a sustancias toxicas, es el blanco de accion de varios antibidticos y les permite
adoptar una forma definida que se transmite de generacién en generacion (Lizarbe, 2009,
p.122).

Clasificacion bacteriana basada en la morfologia

Segun los autores Prescott, Harley & Klein (2004), en su libro Microbiologia quinta
edicion, la mayoria de las bacterias conocidas presentan forma de coco o de bacilo. Los
cocos son células casi esféricas, pueden existir como células individuales, pero se asocian
en agrupaciones, los diplococos se forman cuando los cocos se dividen y permanecen
juntos en pares (Neisseria) cuando las células después de dividirse en un mismo plano no se
separan si no que forman largas cadenas de cocos (Streptococcus, Enterococcus y
Lactococcus) algunas se dividen en planos aleatorios para generar racimos irregulares

(Staphylococcus) (p. 79).



29

Asi mismo la otra forma comun bacteriana es el bastoncillo, denominado bacilo,
hay bacterias que poseen una forma semejante a bacilos largos retorcidos como espirales o
hélices, se nombran espirilos si son rigidos y espiroquetas cuando son flexibles.
Generalmente las procariotas son mas pequefias que las eucariotas y carecen de los
complejos sistemas de transporte vesicular, se ha asumido que deben ser pequerfias por la
necesidad de una proporcién mayor entre superficie y volumen y asi favorecer la difusion

intracelular de nutrientes (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 80).
Segun los autores Mollinedo & Gonzélez (2014)

“Existen varias maneras de clasificar a las bacterias por ejemplo, segun su
forma se clasifican en: cocos (esféricos), espirilos (en forma de espiral) y bacilos
(bastones), segun su 6ptimo de temperatura en: termoéfilas, mesofilas y psicrdfilas,
segun el pH en el que se desarrollan: acidéfilas, neutréfilas y basoéfilas, pero es méas
didactico clasificar a las bacterias, en Gram positivas - Gram negativas, segun su
requerimiento de oxigeno para poder permanecer con vida, teniendo la siguiente

clasificacion” (p. 2611).

Bacterias aerobias estrictas: En este grupo se encuentran las bacterias del género
Campylobacter, que son bacilos espirales curvados y maviles, sus especies son: C. fetus, C.
jejuni, C. coli, C. rectus, C. mucosalis. Otra bacteria que estd en el orden del
Campylobacter es el Helicobacter pylori, que es una bacteria que afecta al epitelio gastrico
humano, produciendo Ulceras gastroduodenales. Al vasto grupo de los bacilos y cocos
aerobios Gram negativos pertenecen las familias de las Pseudomonas, que poseen flagelos
polares y generalmente se hallan en el suelo, pero pueden llegar a ser patdgenas en
animales (Ps. aeruginosa) y en plantas (Ps. syringae) (Mollinedo & Gonzalez, 2014,
p.2612).

Las Legionellaceae; las Moraxelaceae; las Brucellaceae, afectan principalmente a
animales, en esta variedad se encuentran: Brucella abortus que infecta generalmente a
bovinos, Brucella suis al ganado porcino, Brucella melitensis a cabras y Brucella canis a

perros; las Neisseriaceae, que son cocos agrupados en parejas, sus especies son: Neisseria
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meningitidis (causante de la meningitis), Neisseria gonorrhoeae (que produce la gonorrea);
entre otras familias de bacterias Gram negativas aerobias. Bacterias anaerobias estrictas,
esta clasificacion pertenecen los géneros: Fusobacterium (F. nucleatum); Bacteroides; (B.
fragilis); Prevotella; Porphyromonas; Veillonellaceae. (V.parvula) (Mollinedo &
Gonzalez, 2014, p. 2612).

Bacterias anaerobias facultativas: las bacterias que pertenecen a esta division son la
familia de Enterobacteriaceae. Estas fermentan los carbohidratos en ausencia de oxigeno y
forman acido y gas. Los principales géneros y especies que pertenecen a esta familia son
Escherichia, con su especie E. coli que es capaz de formar el antigeno O y K, generando
resistencia a sustancias bactericidas y Shigellas estan a: S. dysenteriae y S. sonney que
desencadenan la disenteria bacilar. Klebsiella més destacada es la K. pneumoniae que da
lugar a varias infecciones como la neumonia (Mollinedo & Gonzélez, 2014, p. 2612).

Figura 2. Micrografias electronicas mostrando la morfologia de diferentes
bacterias.

Figura 3. Micrografias electrénicas mostrando la morfologia
de diferentes bacterias. (A) Cultivo de Escherichia coli. (B)
Cultivo de una cepa de la bacteria Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina. (C) Detalles de la bacteria gram-posi-
tiva Mycobacterium tuberculosis. (D) Bacteria Vibrio cholerae
que infecta el aparato digestivo. (E) Bacteria Helicobacter pylori
mostrando numerosos flagelos sobre la superficie celular. {F}
Bacteria gram-positiva Bacillus anthradis (tefiido de purpura)
desarrolldndose en el liquido cefalorraguideo; cada pequefio
segmento es una bacteria. Microscopia electrénica de barrido
de superficie (A-D), (E) microscopia electronica de transmision
(F) tincion de Gram.

Fuente: (Lizarbe, 2009, p. 8).
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Clasificacion bacteriana por medio de la Tincion de Gram

La tincion de Gram, desarrollada por el medico danés, Christian Gram en 1884 es el
método de tincion méas ampliamente utilizado en bacteriologia. EI primer paso consiste en
que el frotis se tifie con el colorante basico violeta de genciana, a continuacion, se trata con
una soluciéon yodada que actia como mordiente, el yodo aumenta la interaccién entre la
célula y el colorante, de forma que se tifie mas intenso (Prescott, Harley y Klein, 2004,
p.63).

Luego se decolora el frotis lavandolo con etanol o acetona, este paso produce el
aspecto diferencial de la tincion de Gram, las bacterias Gram positivas retiene el cristal
violeta mientras que las Gram negativas lo pierden y aparecen incoloras. Finalmente, el
frotis se tifie de nuevo (tincion contraste) con un colorante basico de diferente color al
cristal violeta, la safranina es el colorante de contraste mas comdn y tifie las Gram
negativas de rosa o rojo, dejando las Gram positivas de color violeta (Prescott, Harley y
Klein, 2004, p. 63).

Figura 3. Procedimiento tincion de Gram
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Fuente: (Struthers, 2018).

La mayoria de las bacterias se clasifican en Gram-positivas y Gram-negativas, en
funcién de la pared celular y la respuesta a la tincion con el reactivo de Gram (Struthers,
2018, p. 22).
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Figura 4. Clasificacion de las bacterias Gram positivas/ aerobias facultativas
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Fuente: (Struthers, 2018, p. 21).
Figura 5. Clasificacion bacterias Gram negativas/ aerobias facultativas
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Fuente: (Struthers (2018), p. 21).
Figura 6. Clasificacion bacterias anaerobias
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Fuente: (Struthers (2018), p. 21).

Estructura de la célula procaridtica

La célula bacteriana (procaridtica) estd estructurada de la siguiente manera: la
membrana celular estd rodeada de una pared celular; hacia el interior de la célula nos
encontramos un citoplasma con ribosomas y una region nuclear (nucleoide) y en algunos
casos la presencia de granulos, vesiculas 0 ambos. Como estructuras externas podemos citar

los flagelos, las fimbrias y la capsula. (Llop et al., 2001, p. 27).

Pared celular

El autor Struthers (2018), en su libro Microbiologia Clinica comenta:

“La pared celular bacteriana tiene muchas funciones, la méas importante es
proteger las estructuras celulares internas de la presion osmotica y otras fuerzas
fisicas que una bacteria puede encontrar en un entorno cambiante. Esta proteccion la

proporciona una malla de peptidoglicano que rodea la membrana citoplasmatica”
(p.23).
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Ademas, los autores Canase y Canase (2012), exponen que la composicion de la
pared difiere segun se trate de una bacteria Gram positiva 0 una Gram negativa, el
componente comdn mureina o péptidoglicano. En las bacterias Gram positivas, el acido
teicoico puede alcanzar méas del 50% de peso de la pared. Las Gram positivas también tiene
acido lipoteicoico que ancla la pared bacteriana a la membrana plasmaética, en las Gram
negativas el péptidoglicano constituye una pequefia porcion de la pared, en la que se

encuentran mayoritariamente proteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos (p. 142).

Las bacterias Gram negativas distinguen tres capas bien definidas, una membrana
externa compuesta de lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas, los lipopolisacaridos
poseen polisacarido O (antigeno tipo especifico), un antigeno no especifico y la fraccién
lipidica A, la cual es la fraccion toxica o endotoxina bacteriana, en la membrana externa
también encontramos proteinas llamadas porinas que conforman los poros de la pared.
(Canese & Canese, 2012, p. 142).

La capa intermedia estd constituida por el péptidoglicano y dltima capa es la
membrana plasmatica interna, entre ambas se encuentra el espacio periplasmico. La pared
bacteriana permite el paso de moléculas relativamente pequefias, pero bloquea a las
moléculas grandes hacia el espacio periplasmico, algunas enzimas como las beta-
lactamasas estan contenidas entre las capas de péptidoglicano y la membrana plasmatica.
Entre las funciones de la pared celular: proteger la bacteria contra agresiones, conferirle
morfologia constante, impedir el paso de moléculas grandes mayores al tamafio de sus
poros, invaginarse durante el proceso de reproduccidon bacteriana y participar con su

endotoxina A (lipido A) en el proceso patogénico (Canese & Canese, 2012, p. 142).

La pared es dura pero eléastica y cuando la bacteria pierde esa elasticidad, casi
siempre conlleva a muerte bacteriana a excepcion de las formas L bacterianas o
esferoplastos que pierden la pared por la accion de las enzimas (lisozima) o de los
antibidticos (penicilina, cefalosporinas) pero la recuperan al suspenderse la accion del
agente productor del proceso, durante la fase L bacteriana (bacteria sin pared) es insensible
a la accion de los antibidticos beta-lactamicos, que inhiben la sintesis de la pared celular
(Canese & Canese, 2012, p. 142).
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Figura 7. Estructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas
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Los autores Prescott, Harley y Klein (2004) del libro Microbiologia profundizan
mas en el tema de la pared celular de bacterias de Gram positivas y negativas mencionan

que:

“Normalmente la gruesa pared celular de las bacterias Gram positivas esta
constituida por peptidoglicano, cuyas mureinas a menudo estan entrelazadas por
puentes peptidicos, sin embargo, también encontramos grandes cantidades de &cidos
teicoicos polimeros de glicerol y ribitol unidos por grupos fosfatos. Aminoacidos
como D-alanina o azucares como glucosa estan unidos a los grupos de glicerol y
ribitol. Los acidos teicoicos pueden estar unidos al peptidoglicano mediante un
enlace covalente con el hidroxilo seis del acido A/-acetilmurdmico o bien a los
lipidos de la membrana plasmatica, este Ultimo caso se denomina como &cidos

lipoteicoicos” (p. 93).

Los acidos teicoicos parece que se extienden hasta a superficie del peptidoglicano y
como estan cargados negativamente contribuye a dotar a la pared celular de carga negativa.
La pared celular de las bacterias Gram negativas es mucho mas compleja, la capa de
péptidoglicano, proxima a la membrana plasmatica no constituye mas del 5-10% de todo el



36

peso de la pared. En E. coli es de unos 2nm de grosor y estd formada solo por una o dos

capas de peptidoglicano (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 95).
Segun los autores Mollinedo, Gonzalez (2014):

“La diferenciacion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas esta en la
estructura de la pared celular, ya que ésta en las bacterias Gram positivas tiene una gruesa
capa de peptidoglicano, dos tipos de acidos teicoicos: el &cido lipoteicoico (ubicado en la
cara interna de la pared celular y unido a la membrana plasmatica) y el acido teicoico (que
se halla en la superficie, anclado solamente en el peptidoglicano), a diferencia de las
bacterias Gram negativas, en las que la pared celular es delgada, y esta unida, mediante
lipoproteinas, a otra membrana plasmatica externa, dicha membrana es soluble en solventes
organicos y la capa de péptidoglicano es muy delgada y no retiene el complejo de cristal

violeta, y por lo tanto no es posible su tincion azul violacea” (p. 2610).

Peptidoglicano

El polimero de peptidoglicano forma enlaces cruzados con cadenas laterales
peptidicas cortas que son esenciales para la estabilidad de este péptido y la pared celular, la
formacion de enlaces cruzados se lleva a cabo mediante trans y carboxipeptidasas, enzimas
ancladas en la membrana citoplasmatica, estas también se conocen como proteinas de union
a la penicilina (PUP) (Struthers, 2018, p. 23).

El aminodcido serina es el componente clave en el sitio activo de estas enzimas.
También es el blanco de los antibidticos B-lactdmicos (penicilina, cefalosporina y
carbapenémicos) cuya actividad radica en el anillo betalactamico al residuo de serina de la
PUP inactiva la enzima evitando la formacion de enlaces cruzados, sin la malla protectora
de péptidoglicanos, la membrana citoplasmatica desprotegida y en contenido celular

protruyen a través de defectos en la malla, la célula estalla (Struthers, 2018, pp. 23-24).
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Figura 8. Estructura del peptidoglicano
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Figura 1-7. El peptidoglicano consiste en unidades repetitivas de N-acetilglucosamina (NAG) y dcido N-acetilmuramico (NAM) reticuladas por
cadenas laterales de péptidos. Las proteinas de union a la penicilina (PUP) son responsables de la formacion de enlaces cruzados de estas
cadenas laterales peptidicas.

Fuente: Struthers, 2018, p. 23

Los autores Prescott, Harley y Klein (2004) en su libro Microbiologia quinta edicion
definen la estructura del peptidoglicano de la siguiente manera:

“El péptidoglicano o mureina es un gran polimero compuesto por muchas
subunidades idénticas. El polimero contiene dos derivados de azlcar (V-acetil
glucosamina y acido V-acetilmuramico y varios aminoacidos (acido D-glutdmico,
D-alanina y acido meso-diaminopimetico no estan presentes en las proteinas. La
presencia de D-aminoacidos protege frente a la mayoria de peptidasas. El esqueleto
de este polimero esta constituido por residuos alternantes de acetil-glucosamina y
acetil-muramico, una cadena peptidica de cuatro aminoacidos D y L alternantes esta

conectada a un grupo carboxilo del acido V-acetilmuramico” (p. 93).

Las cadenas de subunidades de peptidoglicano estan entrecruzadas por sus péptidos.
A menudo el grupo carboxilo de la D-alanina terminal de una mureina estd conectado
directamente al grupo amino de acido diaminopiemélico de una mureina de otra cedan

paralela y en otras ocasiones se puede emplear un interpuente peptidico, la mayoria de
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péptidoglicanos las bacterias Gram negativas carece de este tipo de puente, este
entrecruzamiento produce un saco de peptidoglicano de gran tamafio que es una malla
densa lo suficientemente fuerte como para mantener su forma e integridad (Prescott, Harley
y Klein, 2004, p. 93).

Figura 9. Tipos de entrecruzamiento
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Figura 318  Entrecruzamientos en el peptidoglicano,

(a) Peptidoghcano de E. coli con enlace directo, tipico de muchas
bacterias Gram negativas, (b) Peptidoglicano de Staphylococcus
aurens (bacteria Gram positiva) mostrando un entrecruzamiento con
puente peptidico. NAM es doido W-acetilmurimico; NAG, V-
acetilglucosamina; Gly, glicina. Aunque se representan las cadenas de
polisacdridos una enfrente de otra, también puede producirse estos
entrecruzamientos entre cadenas paralelas (véase la Figura 3.19).

Fuente: Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 93
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Membrana Externa
Los autores Prescott, Harley y Klein (2004) en su libro Microbiologia quinta edicion

mencionan:

“La membrana externa estd situada por fuera de la capa fina de
peptidoglicano. La proteina de membrana mas abundante es la lipoproteina de
Braun, una pequefia lipoproteina unida covalentemente al peptidoglicano
subyacente, e incluida en la membrana externa por su extremo graso hidrofébico. La
membrana externa y el péptidoglicano estan firmemente unidos por esta
lipoproteina que pueden aislarse como una unidad. Otra estructura que da
resistencia a la pared celular y mantiene la membrana externa en su posicion es el

lugar de adhesién” (p. 95).

Las membranas externa y plasmatica parece que estan en contacto directo en
muchos lugares en la pared Gram negativa. En células plasmolizadas de E. coli, se han
observado areas de contacto de 20 a 100 nm entre las dos membranas, los lugares de
adhesion pueden ser regiones de contacto directo o posiblemente de verdaderas fusiones de
membrana. Se ha propuesto que las sustancias pueden desplazarse al interior de la célula a
través de estos lugares de adhesion, en lugar de viajar a través del periplasma (Prescott,
Harley y Klein, 2004, p. 95).

Posiblemente los constituyentes mas inusuales y caracteristicos de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, sean sus lipopolisacaridos (LPS), estas moléculas
grandes y complejas contiene lipidos e hidratos de carbono y estan formados por tres
partes: 1) lipido A, 2) polisacérido central o core 3) cadena lateral O o antigeno O. Cabe
destacar que no existe una estructura de LPS universal, el LPS que mas se ha estudiado es

el de Salmonella typhimurium” (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 95).

La regidn del lipido A contiene dos derivados dos del azlcar glucosamina, cada uno
de ellos unido a tres &cidos grasos y grupos fosfato o pirofosfato. El lipido A, se encuentra
inserto en la membrana externa, mientras que el resto de la molécula de LPS sobresale de la
superficie. Un polisacérido central denominado core esta unido al lipido A, en el caso de

salmonella esta formado por 10 azlcares. El antigeno O es una cadena polisacaridica que se
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extiende hacia fuera del nucleo, variando su composicién de azucares segun la cepa

bacteriana (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 97).

Aunque los antigenos O son facilmente reconocibles por los anticuerpos del
huesped, las bacterias Gram negativas pueden incapacitar las defensas del huésped
cambiando rapidamente la naturaleza de sus antigenos O para evitar su deteccion. La
interaccion de los anticuerpos con el LPS, antes de alcanzar la membrana externa
propiamente dicha, puede también proteger a la pared celular frente a un ataque directo,

anticuerpo-antigeno (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 95).

El LPS ademas de la mencionada capacidad de defensa frente al huésped,
contribuye a la carga negativa de la superficie bacteriana, ya que el polisacarido central
contiene normalmente azucares cargados y fosfatos, el LPS facilita la estabilizacion de la
estructura de la membrana. Ademas, el lipido A es a menudo téxico, como consecuencia
LPS puede actuar como endotoxina y causar alguno de los sintomas que desarrollan las

infecciones por bacterias Gram negativas (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 97).

Segun los autores Jawetz, Melnick & Adelberg (2016) en el libro Microbiologia

Médica mencionan:

“La permeabilidad de la membrana externa varia ampliamente de un género
bacteriano a otro; por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa es extremamente
resistente a los farmacos antibacterianos y tiene una membrana externa que es 100
veces menos permeable que la Escherichia coli. Las porinas, ejemplificadas por
OmpC, D y F y por PhoE de E. coli y de Salmonella typhimurium son proteinas
trimericas que penetran ambas capas de la membrana externa. Las porinas de
diferentes géneros bacterianos tienen diferentes limites de exclusion, que van desde
pesos moleculares de casi 600 E. coli y S. typhimurium a mas de 3000 en P.

aeruginosa” (p. 27).

Las porinas actGan como canales que permiten que las moléculas hidratadas pasen a
través de la membrana, desde el espacio periplasmico, las moléculas pueden ser
transportadas a través del citoplasma hacia la célula, cabe sefialar que las porinas permiten

que los antibidticos, como los beta-lactdmicos, lleguen a su sitio de accion. La
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bencilpenicilina no es eficaz en contra de la mayoria de Gram negativos porque no es lo
suficientemente polar como para pasar a través de un canal de porina. La ampicilina polar
pasa a través del canal de porina hidratada hacia el espacio periplasmico, donde puede

actuar sobre las proteinas de union a penicilina (PUP) (Struthers, 2018, p. 24).
Segun la autora Lizarbe (2009) menciona:

“Las denominadas proteinas de union a penicilina (PUP) catalizan la
polimerizacion de las cadenas de glicano (reaccion de transglicosilacion) y su
entrecruzamiento (reaccion de transpeptidizacion). Dependiendo del tipo de
bacteria, poseen un nimero variable de PBP. Estas proteinas son multimodulares y
multifuncionales, en conjunto, son responsables de la polimerizacion del
péptidoglicano, de su insercién en la pared celular y de su recambio. En funcion de
su estructura y de la actividad catalitica del dominio amino-terminal se clasifican al

menos en dos grupos, las clases Ay B” (p. 10).

En ambos tipos, la actividad trans-peptidasa reside en el dominio carboxilo-
terminal, donde se une la penicilina. En la clase A, el dominio amino-terminal es
responsable de su actividad de transglicosidasa, catalizando la elongacion de las cadenas de
glicanos no entrecruzados, mientras que en la clase B este dominio parece desempefiar un
papel en la morfo-génesis celular interaccionando con otras proteinas implicadas en el ciclo
celular. En Escherichia coli se han estudiado con detalle las PBP; se han descrito hasta 12
PBP, tres de la clase A, dos de la clase B y siete de baja masa molecular (LMM). Dos de la
clase A, PBPlay PBP1b, son las principales transpeptidasas-transglicosilasas y la delecion
de alguna de ellas es letal para la bacteria. Las LMM estan implicadas en la maduracion o
el reciclaje del péptidoglicano; entre ellas hay dos endopeptidasas (PBP4 y PBP7) que
rompen los enlaces de entrecruzamiento entre las cadenas de glicano, y la PBP5 tiene
actividad de carboxipeptidasas, rompiendo el enlace D-Ala-D-Ala del pentapéptido

incapacitandolo para la reaccion de transpeptidizacion” (Lizarbe, 2009, p. 10).

Dada la similitud estructural entre el sustrato natural (D-Ala-D-Ala) del
pentapéptido precursor y la penicilina y demas B-lactamicos, las enzimas que participan en
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la Gltima etapa de la sintesis del péptidoglicano son sensibles a penicilina. Esta forma un
complejo acil-enzima que no tiene capacidad para entrecruzar el péptidoglicano. Ademas,
la inhibicion produce una acumulacion de los precursores del péptidoglicano, los cuales
inducen la activacion de enzimas como hidrolasas y autolisinas que participan en la
degradacidn del péptidoglicano remanente (Lizarbe (2009) pp. 10-11).

Membrana Citoplasméatica

El autor Struthers (2018) en el libro Microbiologia Clinica menciona:

“Mientras que las células eucariotas tienen varios sistemas membranales de
bicapa lipidica donde pueden realizar funciones metabdlicas y de sintesis, las
bacterias tienen solo la membrana cito-plasmatica, que delimita el cito-plasma de la
pared celular, la cual es esencial para el transporte de una amplia gama de
compuestos dentro como fuera de la célula. Las entidades metabdlicas y
estructurales residen en la membrana cito-plasmatica, las proteinas que residen en la
membrana cito-plasmatica 0 que deben ser secretadas fuera de la célula, se

sintetizan en la proximidad de la membrana cito-plasmatica” (p. 27).

Segun los autores Canese & Canese (2012) en el libro manual de microbiologia y

parasitologia médica mencionan que:

“La Membrana plasmatica es la membrana interior situada debajo de la
pared celular. Mide alrededor de 5 nm de espesor siendo permeable selectivamente.
A través de ellas se excretan las exoenzimas. Su invaginacion interna forma los
mesosoma que tabican parcialmente el citoplasma en algunas bacterias; en la
reproduccion celular son los mesosomas los que inician el proceso de la particion
los rneso-somas laterales por su gran actividad enzimatica equivalen a las funciones
de las mito-condrias de las células superiores. El peso de la membrana plasmatica
equivale al 20-30 % del total bacteriano” (p. 143).

Los autores Jawetz, Melnick & Adelberg (2016) en su libro Microbiologia Médica

mencionan:

“La membrana celular bacteriana 0 membrana cito-plasmatica es una unidad

de membrana tipica compuesta por fosfolipidos y hasta 200 diferentes tipos de
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proteinas, las proteinas constituyen casi el 70% de la masa de membrana. Las
principales funciones de la membrana citoplasmatica son: 1) permeabilidad
selectiva y transporte de solutos, 2) transporte de electrones y fosforilacion
oxidativa en especies aerobias, 3) excrecion de exoenzimas hidroliticas, 4)
transporte de enzimas y moléculas que participan en la bio-sintesis de DNA y 5)
portar receptores y proteinas quimiotacticas y otros sistemas sensoriales de

transduccion” (pp. 18-19).

1. Funcién membrana celular: Permeabilidad de transporte

La membrana citoplasmica forma una barrera hidréfoba impermeable a la mayor
parte de moléculas hidrofilicas, sin embargo, existen mecanismos que permiten el paso de
nutrientes hacia el interior de la célula y productos de desecho hacia el exterior, estos
sistemas de transporte trabajan contra de gradiente de concentracion con el objetivo de
incrementar la concentracion de nutrientes en el interior de la célula (Jawetz, Melnick &
Adelberg, 2016, p. 19).

Transporte pasivo es el mecanismo que depende de la difusion, no utiliza energia y
este funciona solo cuando el soluto se encuentra en mayor proporcion fuera de la célula,
entre ellos oxigeno, dioxido de carbono y agua. La difusidn facilitada tampoco utiliza
energia, esta difusion es selectiva, los conductos de proteinas forman conductos que facilita
el paso de moléculas especificas. Transporte activo, muchos nutrientes se concentran mas
de 1000 veces como consecuencia del mismo transporte activo. Existen dos tipos de
mecanismos de transporte activo, lo que depende de la fuente de energia utilizada: 1)
transporte acoplado a iones, 2) transporte con casete unido a ATP (ABC) (Jawetz, Melnick
& Adelberg, 2016, p. 19).

Transporte acoplado a iones, estos sistemas desplazan una molécula a través de la
membrana celular siguiendo un gradiente ionico establecido. Hay tres tipos, transporte
simple (uniporte), el cual cataliza el transporte de una sola sustancia en forma
independiente de las otras, sin importar el ion acoplado. Cotransporte unidireccional
(simporte) el cual cataliza el cotransporte, pero sustancias diferentes lo comun es un soluto

y un ion con carga positiva (H+) en el mismo sentido y el transporte bi-direccional
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(antiporte) el cual consiste en el intercambio de dos solutos de carga similar en direcciones

opuestas por un transportador en comun (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 19).

Figura 11. Los 2 tipos de transporte pasivos y los 3 tipos de transportes activos
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En el caso de transporte ABC, este mecanismo emplea ATP directamente para el
transporte de solutos hacia el interior de la célula. En bacterias Gram negativas el transporte
de varios nutrientes se facilita por proteinas transportadoras (de unidn) especificas que se
ubican en el espacio periplasmatico. Estas proteinas funcionan al transferir el sustrato de
unién a un complejo proteinico unido a la membrana. Este proceso va a desencadenar la
hidrolisis del ATP y esta energia es utilizada para abrir los poros (Jawetz, Melnick,
Adelberg, 2016, p. 20).

Existen procesos especiales de transporte. El hierro (Fe) es un nutriente esencial
para la proliferacion de la mayor parte de las bacterias, en condiciones anaerobias se
encuentra en su estado de oxidacion +2 y en estado soluble y en condiciones aerobias se
encuentra en su estado de oxidacion +3 y en estado insoluble. Los compartimientos

internos de la célula no contienen hierro libre, las bacterias solucionan este problema al
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secretar sideréfos, compuestos que causan quelacion de hierro y favorece su transporte.
(Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 20).

2. Funcion membrana celular: Transporte de electrones y fosforilacion
oxidativa

Los citocromos y otras enzimas y componentes de la respiracion incluyen ciertas
deshidrogenasas que se ubican en la membrana celular, para que se dé una correcta
respiracion celular se necesita una membrana cerrada. Los electrones pasan de un reductor
quimico a un oxidante quimico a través de un grupo especifico de transportadores en la
membrana, el retorno de protones a través de la membrana se acopla con la sintesis de ATP
y el reductor biologico para la respiracion con frecuencia es el NADH vy el oxidante a
menudo es el oxigeno (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 20).

3. Funcion de la membrana celular: Excrecion de exoenzimas hidroliticas y
patogenias de las proteinas

Todos los organismos que dependen de polimeros organicos macromoleculares
como fuente de energia estos excretan enzimas hidroliticas que desdoblan los polimeros
hasta subunidades lo suficientemente pequefias para penetrar la membrana celular, las
bacterias secretan estas enzimas directamente medio externo o en el espacio periplasmatico.
Se ha descrito seis vias de secrecion de proteinas I, II, IIl, IV, V, VI. Las proteinas
secretadas por las vias tipo | y Il atraviesan la membrana interna (IM) y membrana externa
(OM) en un paso (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 20).

Las proteinas secretadas por las vias 1l y V atraviesan la membrana interna y externa
en pasos separados y ambas son sintetizadas en el ribosoma cito-plasmatico. En la E. coli la
via secundaria comprende varias proteinas IM (SecD hasta SecF, Sec) y una ATPasa
asociada a membrana celular (SecA) que proporciona energia para su exportacion, una
proteina chaperona (SecB) que se une a las preoproteinas y una peptidasa de sefial
periplasmatica. Después de la translocacion, la secuencia principal sufre desdoblamiento
por la peptidasa de sefial unida a la membrana y se libera la proteina madura hacia el

espacio periplasmico (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 21).

Aunque las proteinas secretadas por los sistemas tipo Il y V son similares el

mecanismo por el cual cruzan la IM, estas difieren en cuanto cruzan la OM, las proteinas
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secretadas por los sistemas tipo Il se transportan por un complejo multiproteinico. La
elastasa, fosfolipasa C y exotoxina son secretadas por la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
La secrecion de tipo | se ejemplifica con la hemolisina o de E.coli y la adenil-ciclasa de la

Bordetella pertusi (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 22).

Figura 12. Sistemas de secrecion proteinas de bacterias Gram negativas
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Fuente: Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 22.

Segun el autor Struthers (2018) en el libro Microbiologia Clinica menciona:

“Una propiedad patogena esencial de muchas bacterias es la capacidad de
adherirse a superficies epiteliales y endoteliales, las adhesinas son las encargadas de
permitirlo. Las cepas uro-patdgenas de Escherichia coli, relacionadas con las
infecciones de vias urinarias, colonizan el area peri-uretral de las mujeres
susceptibles mediante adhesinas especificas, que reconocen los receptores en la
superficie de la célula huésped. Desde ese lugar, las bacterias llegan a la vejiga a

través de la uretra e inician la cistitis” (p. 28).
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4. Funcion de la membrana celular: Funciones de biosintesis

La membrana citoplasmica es el sitio de los lipidos transportadores sobre los cuales
se ensamblan las subunidades de la pared celular. La sintesis de péptidoglicano inicia con
una sintesis escalonada en el citoplasma de UDP-acido N-acetilmurdmico-pentapéptido. La
N-acetil-glucosamina se une en primer lugar al difosfato de uridina (UDP) y luego se
convierte a UDP-acido-N-acetilmuramico por reaccion con fosfoenolpiruvato y reduccion.
Los aminoacidos del pentapéptido se afiaden de manera secuencial, con cada catalizacion
por una enzima diferente (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 93). El complejo UDP-
acido-N-murédmico-pentapéptido se une al bactoprenol (un lipido de membrana celular), el
polisacarido completo se polimeriza a un intermediario oligomérico antes de ser transferido
al extremo en crecimiento de un polimero de glucopéptido en la pared celular (Jawetz,
Melnick, Adelberg, 2016, p. 93).

Los enlaces cruzados finales se llevan a cabo por una reaccion de transpeptidacion
en la cual el grupo amino libre del residuo de pentaglicina desplaza el residuo terminal D-
alanina del pentapéptido vecino (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 93). A diferencia de
las células hospedadoras, las bacterias no son isoténicas con los liquidos corporales, su
contenido se encuentra bajo altas presiones osmaticas y su viabilidad depende de que se
conserve la integridad de la capa de peptidoglicano en la pared celular. Cualquier
compuesto que inhiba algin paso en la bio-sintesis del peptidoglicano ocasiona que la
pared celular de la célula bacteriana en crecimiento se debilite con la destruccion de la
misma (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 93).
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Figura 13. Sintesis del peptidoglicano
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Fuente: (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 93).

5. Funcion de la membrana celular: Sistemas quimiotacticos

Las sustancias con capacidad de atraccion y repulsibn se unen a receptores
especificos en la membrana bacteriana, Hay al menos 20 quimio-receptores diferentes en la
membrana de E. coli. Algunos ejemplos de bacterias flageladas incluyen la Escherichia
coli, Vibrio cholerae y Clostridium tetani, estos flagelos son complejas estructuras de
proteinas ancladas en la membrana celular. Junto con los sistemas de sefializacion quimica,
las bacterias pueden usar sus flagelos para moverse hacia los nutrientes o alejarse de un
entorno desfavorable (Struthers, 2018, p. 28).
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Composicién de la membrana citoplasmatica bacteriana

Los autores Epand & Epand (2009) en el articulo de revista, Lipid domains in
bacterial membranes and the action of antimicrobial agents mencionan, que hay una gran
diferencia en la composicion lipidica de las membranas cito-plasmaticas bacterianas. Para
la mayoria de las bacterias, el fosfolipido zwitteribnico predominante es la
fosfatidiletanolamina (PE). En general, las bacterias Gram negativas tienen un mayor
contenido de PE que las bacterias Gram positivas. Algunas bacterias Gram positivas tienen
un contenido muy bajo de fosfolipidos zwitterionico. Los lipidos anidnicos predominantes
en las membranas bacterianas son fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina. (CL) Todas las
bacterias tienen al menos un 15% de lipidos anidnicos, pero esto puede ser PG o CL o
ambos y no depende de si es un organismo Gram negativo o Gram positivo (p. 291).

Ademas, las bacterias Gram negativas el lipopolisacarido (LPS) forma el
componente lipidico principal de la cubierta externa de la membrana externa. La membrana
externa de las bacterias Gram negativas es permeable a las moléculas hidrofilicas mas
pequefias que 600 Da debido a la presencia de porinas. Es la exposicion de estos lipidos
anionicos, junto con LPS o LTA o péptidoglicano lo que proporciona la selectividad de los
agentes antimicrobianos catidnicos para la toxicidad contra las bacterias, pero no contra las
células de mamiferos (Epand & Epand, 2009, pp. 289, 291).

Figura 14. Composicion lipidica de diversas bacterias Gram negativas

Especies bacterianas % De ].{Pidos totales

CL FG PE

Bacterias Gram-negativo

E. colt - 15 &0
E. cloacae 3 21 74
Y. kristensenit 20 20 G0
P mirabilis 5 10 g0
E. pneumoniae 6 3 82

. aeruginosa 11 21 a0
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Fuente: Epand & Epand, 2009, p. 293.

De igual manera los autores Nowotarska, Nowotarski, Friedman & Situ (2014) en
su articulo de revista sobre el efecto de la estructura sobre las interacciones entre cinco
compuestos anti-microbianos naturales y fosfolipidos de la membrana bacteriana en mono-
capas modelo, mencionan que las bacterias Gram negativas son ricas en fosfolipidos
zwitterionicos en su membrana celular interna y externa, y también contienen fosfolipidos
anionicos, cardiolipina, mientras que las bacterias Gram positivas contienen
predominantemente lipidos anionicos. Los principales fosfolipidos de membrana de E.
coli incluyen 75% de PE, 20% de PG y 5% de cardiolipina (p. 7499).

Cépsula de células pro-cariotas

Segun el autor Struthers (2018) en su libro Microbiologia Clinica menciona:

“Diversas bacterias Gram positivas y Gram negativas tienen capsulas las cuales son
estructuras externas a la pared celular, por lo general consisten de polisacaridos, lo que
permite a la bacteria resistir la fagocitosis por macrofagos y neutrofilos. La inyeccion de
millones de neumococos no encapsulados en el peritoneo de un ratén no es letal, mientras

que inyectar cientos de microorganismos encapsulados si lo es” (p. 28).

Los polisacaridos no son particularmente buenos antigenos, su antigenicidad se
mejora por conjugacion con una proteina acarreadora. Clinicamente, el serotipo mas
importante de Haemophilus influenzae es el serotipo B (Hib), el cual puede causar una
enfermedad invasiva, como la bacteriemia, meningitis y epiglotitis en nifios menores de 5
afios. La vacuna para esta enfermedad consiste en el polisacarido de la capsula de fosfato de
polirribosa ribitol (PrP) unido al toxoide tetanico (Struthers, 2018, p. 29).

Los términos capsula y capa mucilaginosa con frecuencia se utilizan para describir
capas de polisacaridos, también se utiliza el termino gluco-céliz que define el material que
se encuentra fuera de la célula y que contiene poli-sacaridos, una capa condensada, bien
definida que rodea en forma estrecha a la célula. La capsula contribuye a la capacidad de
invasion de la bacteria patdgena; las células encapsuladas estan protegidas de la fagocitosis
a menos que estén cubiertas con anticuerpos anti-capsulares. El glucocéliz participa en la
adhesion bacteriana a las superficies de su entorno (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016,
p.31).
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Flagelos de células procariotas

Los flagelos bacterianos son apéndices fusiformes compuestos en su totalidad por
proteina, con un didmetro de 12 a 30nm, son 6rganos de locomocion. Se conocen tres tipos:
mondtrico (flagelo polar Unico), lofétrico (maltiples flagelos polares) y peritrico (flagelos
distribuidos sobre la totalidad de la célula, estos flagelos en la mayoria de las bacterias,
estan compuesto de flagelina. El flagelo se forma por la agregacion de subunidades a una

estructura de forma helicoidal (Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 33).

Los flagelos se unen al cuerpo celular bacteriano por una estructura compleja
formada por un gancho y un cuerpo basal. EI gancho actia como una articulacion entre el
motor en la estructura basal y el flagelo, los grupos basales se encuentran con un par de
anillos en las bacterias Gram positivas y dos pares en la bacterias Gram negativas; la
rotacion generada por los flagelos funciona por un flujo de protones siguiendo el gradiente
de concentracion producido por una bomba de protones primaria (Jawetz, Melnick,
Adelberg, 2016, p. 33).

Figura 15. Estructura general del flagelo de una bacteria Gram negativa
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FIGURA 2-23 A:Estructura general del flagelo de una bacteria gramnegativa, como Escherichia coli o Saimonella typf?i'murium. El gancho

basal se ha aislado y se describe ampliamente. La ubicacion del aparato de exportacion no se muestrﬁi. B Un
diagrama del flagelo muestra la subestructura y proteinas a partir de las cuales se construye. La pro.telna FIiF es respfonsabl.e de la caracteristica del
anillo M, del anillo S y de la disposicién en collar de las subestructuras que se muestran, que en conjunto se denom!nan anillo MS. Se desconoce
nillo MS y con la barra (y el orden de las proteinas FlgB, FIgC y FIgF en la barra prexlma.l). (Tomada t.:le Macnab RM:
Genet 1992;26:131. Reproducida con autorizacién de Annual Review of Genetics, Volume 26, ©

1992 by Annual Reviews.)

Fuente: Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 16
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Pilosidades (fimbrias) de células pro-cariotas

Muchas bacterias Gram negativas poseen fimbrias los cuales son mas cortos y mas
finos que flagelos y al igual que estos estdn compuestos de subunidades proteinicas
estructurales denominadas pilinas. Las proteinas menores denominadas adhesinas se ubican
en la punta de las pilosidades y participan en sus propiedades de union, pueden distinguirse
dos clases: pilosidades ordinarias, que participan en la adhesion de bacterias sintéticas y
patdgenas con las células del hospedador y pilosidades sexuales que participan en el
mecanismo de union de las células donadas y receptoras para la conjugacion bacteriana
(Jawetz, Melnick, Adelberg, 2016, p. 35).

Como los autores Prescott, Harley & Klein (2004) mencionan:

“Aunque el citoplasma bacteriano no contiene organulos membranosos complejos
como mito-condrias o cloro-plastos se pueden observar estructuras en comun como el
meso-soma, estas invaginaciones de la membrana plasmatica, conformando vesiculas,
tubulos o lamelas, observandose estas en bacterias Gram positiva con mayor prominencia
que en las bacterias Gram negativas. Se piensa que deben participar en la formacion de la
pared celular durante la division o desempefiar un papel en la replicacion del cromosoma y

su distribucion a células hijas” (p. 85).

Matriz cito-plasmatica de células pro-cariotas

La matriz citoplasmatica es la sustancia situada entre la membrana plasmatica y el
nucleoide, la matriz esta compuesta principalmente, por agua casi el 70% de la masa de la
bacteria es agua. Proteinas especificas se sitGan en lugares particulares, como el polo
celular y el punto donde la célula bacteriana se divide: asi, aunque la bacteria carezca de
cito-esqueleto, su matriz cito-plasmatica presenta un sistema proteico con esa funcién. La
membrana plasmatica y todo el contenido inferior se denomina protoplasto, por tanto, la
matriz cito-plasmatica es una parte principal del protoplasto (Prescott, Harley, Klein, 2004,
p. 86).
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Cuerpo de inclusion de células pro-cariotas

Numerosos cuerpos de inclusion, granulos de material organico o inorganico, que se
encuentran en la matriz cito-plasmatica. Estos cuerpos normalmente se utilizan como
reserva y también reducen la presion osmotica mediante la agregacion de moléculas en
forma particulada. Algunos no estan rodeados por una membrana y permanecen libres en el
citoplasma, por ejemplo: granulos polifosfato, cianoficina y de glucogeno. Otros estan
rodeados por una membrana, por ejemplo: granulos de glucdgeno, azufre, carboxisomas

pro-toplasto (Prescott, Harley, Klein, 2004, p. 86).

Los cuerpos de inclusion de glucdgeno y poli-P-hidroxibutirato (PHB) son reservas
de carbono, que aportan material para obtener energia y realizar la biosintesis. Los cuerpos
de inclusion de gas les confieren a las bacterias la capacidad de flotar cerca de la superficie,
ya que estos les dan flotabilidad a las bacterias por lo general a las ciano-bacterias, estas
pueden regular su flotabilidad para permanecer en la profundidad necesaria para obtener
una intensidad de luz, concentracién de oxigeno y niveles de nutrientes adecuados. Entre
los cuerpos de inclusion inorganicos nos encontramos con: granulos de poli-fosfato, el cual
es un polimero lineal de orto-fosfatos unidos por enlaces éster que actian como reservas de
fosfato, componente importante de los &cidos nucleicos. Granulos de azufre estos en las
bacterias pUrpuras foto-sintéticas pueden utilizar sulfuro de hidrégeno como dador de
electrones en la foto-sintesis (Prescott, Harley, Klein, 2004, pp. 86, 88).

Nucleoide de células procariotas

Segln los autores Jawetz, Melnick & Adelberg (2016) en el libro Microbiologia
Médica menciona, las células procariotas no tienen un nucleo verdadero, almacenan su
DNA en una estructura conocida como nucleoide, el DNA de carga negativa es
neutralizado en parte por poliaminas pequefias y por iones de magnesio. Las micro-grafias
electrénicas de células procariotas tipicas revelan la presencia de membrana nuclear y un
aparato mitético, la region nuclear esta llena de fibrillas de DNA, el nucleoide de la mayor
parte de las células bacterianas consiste en una molécula circular Unica y continua que varia

en tamafio de 0.58 a casi 10 millones de pares de veces” (pp. 15-16).
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Mencionan los autores Prescott, Harley & Klein (2004) en su libro Microbiologia

“La diferencia mas caracteristica entre organismos procariotas y eucariotas
es la forma de organizacion del material genético. Las eucariotas tienen dos o mas
cromosomas dentro de un organulo delimitado por una membrana, el nucleo. Por el
contrario, las procariotas carecen de nucleo limitado por membrana. EI cromosoma
pro-caridtico casi siempre constituido por un Unico circulo de doble cadena de acido
desoxirribonucleico (DNA) esta irregularmente distribuido en una zona amplia
conocida como nucleoide. El nucleoide es visible al microscopio optico, despues de

teflir la preparacion con la técnica de Feulgen” (p. 91).

Numerosas bacterias poseen plasmidos, son moléculas circulares, de doble
cadena de DNA, que pueden existir y replicarse independientemente del cromosoma
0 pueden integrarse a él, las cuales son heredados a las células hijas. Los plasmidos
no son necesarios para el crecimiento y la multiplicacion del huésped, los genes
plasmidicos pueden conferir capacidades metabdlicas, transformarlas en patdgenas

o dotarlas de otras propiedades (Prescott, Harley, Klein, 2004, p. 91).

Figura 15. Nucleoide de una bacteria Escherichia coli

Fibras de DNA

——— Membrana

Célula rota

—
0.5um B

FIGURA 2-6 Nucleoide. A: Microfotografia electronica de transmision resaltada con color de una Escherichia coli con su DNA en rojo. (©CNR
spL/Photo Researchers, Inc.) B: Cromosoma liberado de una célula de E. coli que fue lisada con delicadeza. Obsérvese qué tan comprimido debe

encontrarse el DNA dentro de la bacteria. (© Dr. Gopal Murti/SPL/Photo Researchers).

Fuente: (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 16).
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Familias bacterias Gram negativas de intereés

Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae es un grupo heterogéneo y extenso de bacilos Gram
negativos cuyo habitat es el intestino del ser humano y de los animales. La familia
comprende muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia y Proteus). Tienen las siguientes caracteristicas: son bacilos Gram negativos, ya
sea moviles con flagelos peritricos 0 no moviles; se multiplican en medios con peptona o
extracto de carne, proliferan en medios aerobios y anaerobios (son anaerobios facultativos)

fermentar en vez de oxidar la glucosa (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 231).

Segun los autores Canase y Canase (2012) en el Manual de Microbiologia y

Parasitologia Medica mencionan:

“La familia Enterobacteriaceae esta constituida por bacilos Gram negativos
biol6gicamente relacionados entre si, habitantes del intestino del humano y de los
animales, que pueden desarrollarse muchas veces en el suelo. Son bacilos pequefios
que miden 1,5 hasta 6 um de largo por 0.3 a 1 um de grosor, son moviles con
flagelos peritricos, a excepcion de Shigella y Klebsiella que son inmdviles. El
género Klebsiella posee una capsula evidente. Las fimbrias o pili, érganos de

fijacion estan presentes en casi todos los géneros del grupo” (p. 203).

Todos los micro-organismos de la familia Enterobacteriaceae fermentan la glucosa,
reducen nitratos a nitritos y son oxidasas negativas. En medios de cultivo las colonias son
muy parecidas por lo que debe recurrirse a medios selectivos para detectar diferencias
basadas en la fermentacion de la lactosa. Escherichia coli y Klebsiella fermentan la lactosa.
La transferencia de material genético puede dar lugar a hibridos tales como micro-
organismos de la especie E. coli que adquieren plasmidos de Salmonella (Canese &
Canese, 2012, p. 203).

Estas bacterias realizan estos cambios genéticos en forma natural en el intestino
humano o animal. El factor de transferencia de resistencia (FTR) que codifica los
mecanismos de resistencia bacteriana, puede ser transmitido desde un microorganismo a
otro. Las bacteriocinas producidas por plasmidos bacterianos transmisibles, son sustancias
bacterianas que son elaboradas por bacilos de esta familia, los micro-organismos que
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integran la familia Enterobacteriaceae, hacen, rapidamente resistencia a los antibiéticos,
debido a la facultad que tienen de intercambiar entre una y otra especie, género o familia,

los plasmidos de resistencia (Canese & Canese, 2012, p. 203).

Segun los autores Prescott, Harley, Klein (2004) en el libro Microbiologia

mencionan:

“Las bacterias entéricas que producen grandes cantidades gas durante la
fermentacion del azucar, por ejemplo; Escherichia coli, tienen el complejo
hidrogenoliasa férmica que degrada el acido formico a Hz y CO,. La mayoria de los
géneros (Escherichia coli, Proteus, Salmonella y Shigella) llevan a cabo una
fermentacion acido mixta y producen principalmente, lactato, acetato, succinato,
formato. En la fermentacion butanodidlica los principales son; butanodiol etanol y
dioxido de carbono. Serratia, Erwinia y Klebsiella son bacterias fermentadoras
butanodidlicos” (p. 581).

Escherichia coli

La autora Lizarbe (2009), menciona:

“Es un bacilo anaerébico facultativo y gram-negativo. En 1885 fue descrita
por el bacteridlogo aleman Theodore von Escherich, quién la llam6 Bacterium coli,
pero posteriormente se renombré como Escherichia coli, en honor a su descubridor.
En E. coli se han estudiado con detalle las PBP; se han descrito hasta 12 PBP, 3 de
la clase A, dos de la clase B y siete de baja masa molecular (LMM, Low Molecular
Mass). Dos de la clase A, PBPla y PBP1b, son las principales transpeptidasas-
transglicosilasas y la delecion de alguna de ellas es letal para la bacteria. Las LMM
estan implicadas en la maduracion o el reciclaje del péptidoglicano; entre ellas hay
dos endopeptidasas (PBP4 y PBP7) que rompen los enlaces de entrecruzamiento

entre las cadenas de glicano” (p. 10).

La PBP5 tiene actividad de carboxipeptidasa, rompiendo el enlace D-Ala-D-Ala del
pentapéptido incapacitdndolo para la reaccion de transpeptidizacion. Dada la similitud
estructural entre el sustrato natural (D-Ala-D-Ala) del pentapéptido precursor y la

penicilina y demas p-lactdmicos, las enzimas que participan en la Gltima etapa de la sintesis
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del péptidoglicano son sensibles a penicilina. Esta forma un complejo acil-enzima que no
tiene capacidad para entrecruzar el péptidoglicano. Ademas, la inhibicion produce una
acumulacion de los precursores del péptidoglicano, los cuales inducen la activacion de
enzimas como hidrolasas y autolisinas que participan en la degradacién del péptidoglicano
remanente (Lizarbe, 2009, p. 10).

Los autores Cansase & Canase (2012) en el libro Manual de Microbiologia y

Parasitologia Medica indican:

“El hébitat es el intestino humano y animal. Son patdgenos del tipo
oportunistas. Pueden sintetizar vitaminas del grupo B. Producen colicinas,
polipéptidos de accion bactericida, que acttuan inhibiendo el desarrollo de otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae. Al ser eliminados con las heces
contaminan el suelo y las aguas y debido a su escasa exigencia nutritiva y a la
resistencia de los agentes externos, pueden sobrevivir durante bastante tiempo en el
medio ambiente, desarrollandose en el agua y en los alimentos, de tal manera que su
aislamiento constituye un buen indicador del grado de contaminacion fecal de los

mismos” (p. 204).

Las propiedades antigénicas de Escherichia coli presenta tres tipos principales de
antigenos que son los somaticos O, los flagelares H y los capsulares K. Para la designacion
del tipo seroldgico del E. coli, se adopta la secuencia 0-K-H. Los antigenos K presentan 3
sub-tipos denominados L-A-B. Ejemplo de nomenclatura: O 1 1 1: B | 4: H2. Una
clasificacion mas sencilla es la que se utiliza empleando como férmula de tipificacion
Gnicamente los antigenos somaticos O y los flagelares H. Ejemplo: 078: HI 1 (entero-
toxigeno), 0 124:H30 (enteroinvasor). Otros antigenos descritos en el E. coli son el MS
(rnanosa-sensible) o tipo 1 y el MR (manosa resistente) o tipo 2. El tipo 1 sirve para la
fijacion de la bacteria a las células epiteliales del tracto urinario y el tipo 2 para la fijacion a

las celulas de la mucosa del intestino (Canese & Canese, 2012, p. 204).
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Son factores de patogenicidad en E. coli: (1) el antigeno capsular K | que se
encuentra en las cepas de E. coli causantes de procesos meningeos y septicémicos en los
recién nacidos. La capsula tiene estructura similar a la presentada por la céapsula de
Neisseria meningitis. Las E. coli con cépsula Kl resisten a la accion de los neutréfilos y del
suero, son capaces de sobrevivir en el liquido cefalorraquideo y ain en la sangre, debido a
la similitud estructural que tiene el acido polisidlico de la molécula de adherencia
bacteriana con la célula nerviosa. (2) El antigeno O participa en los procesos de
patogenicidad por medio de su unidn a los receptores celulares (Canese Arquimedes,
Canese Andrés (2012), p. 204).

(3) Las fimbrias S son importantes en el proceso de adherencia a las células del
huésped, ademas estan las fimbrias MS (sensibles a la rnanosa), que se unen a los
receptores celulares que contienen manosa y las fimbrias P que se unen al grupo P de las
células sanguineas. (4) Las adhesinas junto con las fimbrias son los factores de adherencia
que E. coli utiliza para su fijacion a las células epiteliales del tubo digestivo y de las vias
urinarias. Las adhesinas son proteinas de la superficie de la bacteria. (5) EI LPS, por
intermedio del lipido A es responsable de los procesos endotoxicos en los casos de

bacteriemias (Canese Arquimedes, Canese Andreés, 2012, p. 204).

(6) Las enterotoxinas, la capacidad que tiene E. coli de producir estas toxinas
depende de la presencia de plasmido. Se ha descrito la enterotoxina antigenica termolabil
(LT), que estimula la accion de la adenilciclasa de las células epiteliales de la mucosa del
intestino delgado y aumenta la permeabilidad de la misma, favoreciendo la pérdida de

liquidos y electrdlitos. (Canese Arquimedes, Canese Andrés, 2012, p. 204).

Etiopatogenia de la bacteria Escherichia coli
Segun los autores Jawetz, Melnick & Adelberg (2016) en el libro microbiologia

médica cita:

“E. coli es la causa mas frecuente de infeccion de las vias urinarias y
contribuye a casi el 90% de las infecciones primarias urinarias en mujeres jovenes.
Los sintomas y signos consisten en polaquiuria, disuria, hematuria y piuria. La
mayoria de estas infecciones son causadas por un nimero pequefio de tipos de

antigeno O que han elaborado especificamente, factores de virulencia que facilitan
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la colonizacion y la infeccion. Estos micro-organismos son capaces de producir
hemolisina, que es cito-toxica y facilita la invasion de los tejidos, las cepas que
producen pielonefritis expresan el antigeno K y elaboran fimbrias P que se unen al

antigeno del grupo sanguineo P” (p. 234).

En el ultimo decenio ha surgido como patégeno significativo E. coli O25b/ST131.
Este microorganismo ha sido exitoso como resultado de la capacidad de adquision de
factores de resistencia mediados por plasmidos, que codifican resistencia a antibiéticos -
lactamicos. E. coli productora de diarrea es muy frecuente en todo el mundo, se clasifica
con base en sus caracteristicas y propiedades de virulencia, las propiedades de adherencia a
las células epiteliales del intestino delgado o grueso son codificadas por genes presentes en
los plasmidos (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 234).

Escherichia coli entero-patdgena (EPEC) es una causa de diarrea en lactantes,
EPEC se adhiere a las células de la mucosa del intestino delgado, para que surja la
patogenia se necesitan dos factores, la fimbria formadora de pilis codificada por un
plasmido y el islote de patogenia del locus cromosémico de borrramiento del enterocito
(LEE) que induce la adherencia estrecha que es caracteristica de EPEC (fijacion y
borrramiento). Después de la fijacion desaparecen las microvellosidades (borrramiento) y
se forman pedestales de actina filamentosa o estructuras caliciformes. El resultado de la
infeccién por EPEC en lactantes comprende la diarrea acuosa, vomitos y fiebre (Jawetz,
Melnick & Adelberg, 2016, p. 234).

Escherichia coli entero-toxigénica (ETEC) causa frecuente de la “diarrea del
viajero” los factores de colonizacion de ETEC (pili conocidos como antigenos del factor de
colonizacion) que son especificos de ser humano inducen la adherencia de ETEC a las
células epiteliales del intestino delgado, algunas cepas de ETEC producen una entero-
toxina termolabil (peso molecular 80 000) bajo el control genético de un plasmido. Su
subunidad B se une a GMy, ganglidsido en la membrana apical del enterocito y facilita la
penetracion de la subunidad A (peso molecular 26 000) en la célula (Jawetz, Melnick &
Adelberg, 2016, p. 235).
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En esta ultima activa la adenilciclasa la cual incrementa extraordinariamente la
concentracion local de monofosfato de adenosina ciclico, dando como resultado final una
hiper-secrecion intensa y duradera de agua y cloruros e inhibicion de la resorcion de sodio.
El interior del intestino del intestino muestra distensién por liquido y surgen hiper-
motilidad y diarrea por dias (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 235).

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), se denominan asi por las
toxinas citotoxicas que producen, existen dos formas antigénicas Shiga 1 y Shiga 2. STEC
se ha relacionado con diarrea leve no sanguinolenta, colitis hemorragica y sindrome
hemolitico urémico (una enfermedad que desencadena insuficiencia renal aguda, anemia
hemolitica micro-angiopatica y trombo-citopenia). Una dosis infecciosa baja de <200 UFC
se asocia con infeccion de mas de 150 serotipos de E. coli que producen toxina de Shiga,
0157:H7 es la mas comdn y la que se encuentra con mayor facilidad en las muestras de
seres humanos (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 235).

STEC 0157:H7 no consume sorbitol, lo que diferencia de las otras cepas de E. coli
y es negativa en el agar MacConkey con sorbitol. En muchos laboratorios se practican
pruebas para detectar las dos toxinas de Shiga y para ello, utilizan enzimoinmuno-ensayos
comerciales, es posible evitar muchos casos de colitis hemorragica por medio de la coccion
completa de carne molida de res y evitar el uso de productos no pasteurizados (Jawetz,
Melnick & Adelberg, 2016, p. 235).

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) produce una enfermedad muy similar a la
shigelosis. Al igual que Shigella, las cepas de EIEC no fermentan lactosa o la fermentan en
una etapa tardia y son inmoviles. Escherichia coli entero-agresiva (EAEC) produce una
diarrea aguda y cronica (mayor de 14 dias de duracién). Este grupo de E. coli productora de
diarrea es muy heterogéneo y no se ha dilucidado del todo sus mecanismos patdgenos
exactos, algunas cepas producen una enterotoxina codificada por un plasmido que ocasiona
dafo celular (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 236).
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Los autores Cansase & Canase (2012) en el Manual de Microbiologia y

Parasitologia Medica mencionan:

“Infecciones extra-intestinales Escherichia coli es el agente mas importante
de las infecciones urinarias adquiridas, tanto del hombre como de las mujeres. La
infeccién urinaria por E. coli puede producirse por la via descendente (hematdgena)
o0 por la via ascendente, causada por bacterias que asientan en el colon y que puede
ascender por la uretra, vejiga y uréter, hasta llegar al rifidn. También es agente de
infecciones pulmonares, desarrolla generalmente neumonias por aspiracion en
adultos mayores. El 75% de las cepas de E. coli que poseen el antigeno K, habitan
generalmente en el intestino de la madre como en el recién nacido, siendo las
fuentes de infeccién de las meningitis neonatales, es el micro-organismo mas

frecuente, entre el 40 y el 80%, con un elevado indice de mortalidad” (p. 205).

El papel de Escherichia coli en una infeccion intestinal debe ser cuidadosamente
interpretado, ya que es un micro-organismo normal en la flora intestinal. Para asignarle
alguna significacion patdgena, deben descartarse todas las etiologias que puedan explicar el
cuadro clinico, ademas debe demostrarse que Escherichia coli aislado pertenece por sus
caracteristicas antigénicas a uno de los grupos patdgenos intestinales (Canese & Canese,
2012, p. 205).

Los autores Do Nascimento et al. (2017), mencionan que Escherichia coli entero-
agregativa (EAEC) se identificO por primera vez como causa de infecciones gastro-
intestinales (Gl) en 1987 y se caracterizd originalmente por su capacidad de adherirse a las
células epiteliales (HEp-2) en un patrén de ladrillo apilado. Recientemente, los EAEC
'tipicos' se han definido como EAEC que albergan el factor clave de virulencia AggR, un
miembro de la familia AraC / XyIS de reguladores de la transcripcion bacteriana dicho gen
aggR se encuentra en el plasmido de adherencia agregante y controla una serie de genes

que codifican factores de virulencia ubicados tanto en el plasmido como en el cromosoma
(p. 2).

EAEC son capaces de originar diarreas acuosas agudas o persistentes (con o sin
moco) en nifios, predominantemente en paises de bajos ingresos y esta asociada con diarrea

del viajero, en nifios y adultos en paises de ingresos medios y altos, otros sintomas incluyen
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nauseas y vomitos, anorexia, borborigmo y tenesmo. En paises de bajos ingresos, la
propension de EAEC a causar diarrea persistente durante> 2 semanas se asocia con una
morbilidad significativa. Aunque los sintomas pueden persistir durante semanas, la
infeccidn suele ser auto limitada y el tratamiento estdndar recomendado es la terapia de
rehidratacion oral. Sin embargo, los sintomas pueden ser debilitantes y tener un alto
impacto socioeconémico, particularmente, en entornos de bajos ingresos, y se puede buscar
tratamiento si la diarrea y el dolor abdominal son severos y / o prolongados (Do

Nascimento et al. 2017, pp. 2-3).

Segln los autores Losada et al., (2019), sefialan que Escherichia coli es el
organismo responsable de la mayoria de infecciones del tracto urinario (ITU), en
comunitarias causando el 75-95% de episodios de cistitis aguda no complicada. El objetivo
de los autores fue conocer el espectro de sensibilidad de E. coli en infecciones del tracto
urinario para recomendar el mejor tratamiento empirico adecuado esto mediante la
participacion de cuarenta y tres mil ciento treinta y seis (43.136) participantes ambulatorios
con infeccion del tracto urinario por E. coli aislados en orina en el periodo 2016/2017

procedentes de 8 hospitales publicos gallegos, Espafia (pp. 1, 7).

Tratamiento

No se dispone de ningun tratamiento individual especifico. Las sulfonamidas, la
ampicilina, las cefalosporinas, las fluoroquiolonas y los aminoglucosidos tienen efectos
considerables contra los microorganismos entéricos. El tratamiento de la bacteriemia por
Gram negativos y el choque séptico inminente exige la instauracion rapida de
antimicrobianos, el restablecimiento hidroeléctrico y el tratamiento de la coagulacion
intravascular diseminada. Uno de los mecanismos propuestos para evitar la diarrea del
viajero es la ingestion diaria de suspension de bismuto ya que interacciona con la
enterotoxina de E. coli in vitro (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 236).

Los autores Losada et al., (2019), sefialan en el estudio, que se analizaron los
medicamentos que no presentan sensibilidad por E. coli en muestras de orina de pacientes
ambulatorios remitidos por 8 hospitales publicos gallegos (Espafia), se muestran cifras de
no sensibilidad a cotrimoxazol superiores al 20%, cifra por la cual no se recomienda su uso

como tratamiento empirico. Tampoco se puede considerar al ciprofloxacino ni a la
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amoxicilina/acido clavulanico como eleccion dado su alto porcentaje de no sensibilidad.
Por otra parte, la no sensibilidad a carbapenemes es poco frecuente (< 1%), aunque se
duplico en 2017 con relacion a 2016, pero esas diferencias no son estadisticamente
significativas, aclaran los autores. En el estudio, los autores Losada et al., deducen que la
fosfomicina y la nitrofurantoina, por su bajo porcentaje de no sensibilidad contintan siendo
el tratamiento empirico de eleccién en Galicia (Espafia) en las infecciones del tracto

urinario (p. 6).
De igual manera Los autores Losada et al., (2019), mencionan que:

“Debe tenerse en cuenta, ademas, que segun la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), se han notificado reacciones
adversas graves, especialmente, pulmonares o hepéaticas, en tratamientos
profilacticos prolongados o intermitentes de meses de duracion con nitrofurantoina,
por lo cual la AEMPS recomienda utilizarla exclusivamente en el tratamiento de la
cistitis aguda (durante un méaximo de 7 dias) en mujeres a partir de los3 meses de
edad. No estd recomendado su uso profilactico (mas de 7 dias) o en pautas
intermitentes, y no esta indicada en el tratamiento de ITU en varones, ni en
infecciones de vias urinarias altas, bacteriemia o sepsis secundaria a la misma. Su
uso esta contraindicado en caso de insuficiencia renal con aclaramiento de

creatinina inferior a 45 ml/min” (p. 6).

Figura 16. Porcentajes de bacterias no sensibles a distintos antibioticos

Antibiotico 2016 2017
Ciprofloxacino 25,7 26.6
Amoxicilina/ acido clavulanico 16,6 18,9
Cefotaxima 6,7 6,8
Gentamicina 8,9 9.3
Cefepime 5,6 5,8
Fosfomicina 3.4 3.3
Nitrofurantoina 2,9 2
Cotrimoxazol 23.5 24.2
Imipenem 0,03 0,06

Fuente: Losada et al., 2019, p. 4
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Por otra parte, los autores Cabrera et al., (2019), realizaron un estudio en el cual
determinan la susceptibilidad antimicrobiana, los patrones de resistencia y el
comportamiento de las cepas de Escherichia coli uropatdégena multi-drogorresistentes. Para
esto realizaron un estudio descriptivo retrospectivo, desde el 1 de junio 2017 hasta el 31 de
diciembre 2018. EIl cual estuvo formado por 265 cepas de Escherichia coli aisladas de
urocultivos, de pacientes ambulatorios con sospecha de infeccion del tracto urinario, de dos
instituciones de salud: Hospital Aleida Fernandez Chardiet y Centro Municipal de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia, provincia de Mayabeque, Cuba. Entre los resultados mas
destacados se observaron niveles de sensibilidad por encima del 90% a los antibidticos
fosfomicina, amikacina y nitrofurantoina, siendo estos los recomendados por los autores

como terapia de primera opcién (p. 1).

La mayor resistencia encontrada por los autores Cabrera et al., (2019), fue para
acido nalidixico (86,1%), trimetoprim—sulfametoxazol (81,4%), ceftazidima (72%), y
ciprofloxacina (68,7%). Las causas que asignan los autores a esta resistencia son por
razones como el uso indiscriminado de antibidticos en la atencion primaria y secundaria,
mutaciones espontaneas o transferencia de acido desoxirribonucleico (ADN) a los micro-
organismos. Ademas, que se indican tanto para otros procesos infecciosos como
respiratorios, digestivos y cutineos. Por otro lado, los autores mencionan que, desde hace
muchos afios, la nitrofurantoina se prescribe en Cuba y otros paises como bacteriostatico en
la ITU. Diferentes estudios de vigilancia del comportamiento de cepas de E. coli con la
nitrofurantoina realizados en Iran, Cuba, Etiopia y Estados Unidos de América han
observado una escasa 0 nula seleccion de cepas resistentes, con reportes de valores de
sensibilidad [(86,5%), (90,6%), (91%) y (100%)], respectivamente, a la droga (p. 10).

Los autores Cabrera et al. (2019), sefialan que la amikacina sigue mantiene tasas
bajas de resistencia en el contexto local (Cuba), por lo que la consideran como tratamiento
de primera linea en el paciente hospitalizado. Ademas, recomiendan un antibidtico con alta
eficacia sobre el agente sospechado, con muy buena distribucion corporal, alta
concentracion en vias urinarias y baja toxicidad, con respuesta rapida y efectiva al
tratamiento, que evite la recurrencia y aparicion de resistencia antimicrobiana. En este

sentido, la fosfomicina posee accién bactericida, es de amplio espectro, inhibe la sintesis de



66

la pared bacteriana y se une por competicion, por ser analogo al mureina A, y no presenta

resistencia cruzada con ningan otro antibidtico (p.11).

Familia Pseudomonadaceae
Segun los autores Prescott, Harley & Adelberg (2004) en el libro Microbiologia

sefialan:

“El género Pseudomonas es el mas importante del orden Pseudomonadales,
familia Pseudomonadaceae. Dicho género contiene bacilos Gram negativos rectos o
ligeramente curvados los cuales se desplazan mediante uno o varios flagelos
polares. Estas bacterias quimio-heterotrofas son aerobias y llevan a cabo un
metabolismo respiratorio utilizando O» como aceptor de electrones. Todas las
Pseudomonas tienen un ciclo de los &cidos tricarboxilicos funcional y pueden oxidar
sustratos a CO..” (p. 577).

Este género es un taxdn heterogéneo compuesto por 70 o més especies, muchas
pueden clasificarse en uno de cinco grupos por homologia del rRNA se subdividen en
funcién de propiedades tales como la presencia de poli-[3-hidroxibutirato] (PHB), la
produccion de un pigmento fluorescente, la patogenicidad, la presencia de arginina
dihidrolasa y la utilizacién de glucosa. Un ejemplo es el subgrupo fluorescente, no acumula
PHB y produce un pigmento verde-amarillento, difusivo e hidro-soluble, que produce
fluorescencia bajo radiacion U.V. A este grupo pertenece Pseudomonas aeruginosa, P

fluorencens, P putida y P syringae (Prescott, Harley, Klein, 2004, p. 577).

Las Pseudomonadales tienen un gran impacto practico en diversos aspectos entre

ellos:

1. Muchas de ellas pueden degradar gran variedad de moléculas organicas. Las
cuales son importantes en el proceso de mineralizacion (descomposicion
microbiana de materia organica en sustancias inorganicas) y su uso también
abarca el tratamiento de aguas residuales.

2. Varias especies de Pseudomonas aeruginosa son importantes sujetos de
experimentacioén, se ha secuenciado el genoma de Pseudomonas aeruginosa es

muy grande, alrededor de 6.3 millones de pares de bases y mucho més complejo
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que E. coli. Pseudomonas aeruginosa tiene un numero alto de genes para el
catabolismo; el transporte de nutrientes, el flujo de moléculas organicas y la
regulacion del metabolismo

3. Algunos Pseudomonadales son patogenos importantes de animales y plantas
como lo es Pseudomonas aeruginosa que infecta a personas bajas de defensas
como pacientes con fibrosis quistica e invade zonas de quemaduras o produce
infecciones de las vias urinarias

4. Pseudomonas fluorescens estdn implicadas en el deterioro de leche, carne,
huevos y marisco refrigerados, dado que crece a 4°C y degrada lipidos y

proteinas

Pseudomonas aeruginosa
Segun los autores Jawetz, Melnick & Adelberg (2016) en el libro Microbiologia

Médica menciona:

“Pseudomonas son bacilos Gram negativos, mdviles y aerobios, algunos
capaces de producir pigmentos hidrosolubles. Tienen amplia distribucion en el
suelo, el agua, las plantas y los animales. Pseudomonas aeruginosa suele estar
presente en la micro-biota intestinal normal y en la piel del ser humano. Suele
encontrarse en medios humedos en los hospitales, puede colonizar al ser humano en
los hospitales, quien es un saprofito; causa enfermedades en personas con defensas

afectadas, especiales pacientes con neutropenia” (p. 245).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aerobio obligado que se multiplica con
facilidad en muchos medios de cultivo, produce un olor dulce parecido al de uvas o tortilla
maiz. Pseudomonas aeruginosa forma colonias redondas y lisas con un color verdoso
fluorescente gracias la pigmento pioverdina, piocianina suele producir el pigmento azulado
no fluorescentes o el pigmento rojo oscuro (piorrubina) o negro (piomelanina). Los cultivos
de pacientes con fibrosis quistica forman colonias mucoides como resultado de la
produccion excesiva de alginato un exopolisacarido el cual proporciona una matriz para que

el microorganismo viva (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 246).

Pseudomonas aeruginosa se multiplica bien a una temperatura de 37 a 42°C, su

crecimiento a 42°C ayuda a distinguirla de otras especies de Pseudomonas en el grupo
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fluorescentes; es oxidasa positiva, no fermenta carbohidratos. P. aeruginosa produce cuatro
toxinas secretadas de tipo Il que causan muerte celular o interfieren en la respuesta
inmunitaria del hospedador a la infeccion. Las exoenzimas Sy T son enzimas bifuncionales
con actividad de GTPasa y ribosiltransferasa de ADP; la exoenzima U es una fosfolipasa y
la exoenzima Y es una adenilato ciclasa (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, pp. 246-247).

Segun los autores Canase & Canase (2012) en el libro Manual de Microbiologia y
Parasitologia Médica mencionan que los factores que intervienen en el desarrollo de la

capacidad patogénica de P. aeruginosa son:

Primeramente, los pilli, que favorecen la adherencia. El glicocalix, que protege a la
bacteria contra la fagocitosis. Los flagelos, que le confieren motilidad para la invasion
tisular. La adherencia, en la que intervienen varios factores. La piocianina, que actua
disminuyendo la actividad de los cilios de las células del epitelio bronquial. El antigeno
LPS. La exotoxina A, bloquea la sintesis de las proteinas en las células eucariotas. Esta
toxina se parece mucho a la toxina diftérica, aunque es bastante menos toxica.
Probablemente actian en las dermonecrosis, infecciones pulmonares cronicas y lesiones
corneales. La principal accion de la toxina A es sobre el higado, a diferencia de la toxina

diftérica que actlia sobre el corazon (Canase & Canase, 2012, p. 223).

De igual manera presenta la exotoxina S que produce necrosis celular en el huésped,
es termoestable e inhibe la sintesis de proteinas. Dos tipos de hemolisina que provocan
necrosis celular. Las citotoxicas que actlan sobre un variado grupo de células. Las entero-
toxinas que producen cuadros intestinales de enterocolitis pseudo-membranosa. Diferentes
clases de proteasas, una de las cuales es la elastasa que provoca lesiones corneas y que
también ataca las fibras elasticas de las paredes de los vasos sanguineos, inhiben a los
neutrofilos e inactiva a los anticuerpos. Fosfolipasa C, que descompone la lectina y los
fosfo-lipidos, colaborando en la desintegracion tisular, durante las infecciones por este

micro-organismo (Canase & Canase, 2012, p. 223).

Por otro lado, el autor Martinez (2015), en su trabajo final de grado menciona, la
Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, oxidasa positiva, no- fermentador de
la glucosa, con una gran movilidad gracias a sus fimbrias, pilis sexuales y su flagelo polar,

existen 2 tipos de cepas en funcion del exopolisacarido que secretan; las no mucoides y
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mucoides. Este micro-organismo presenta tres caracteristicas clave para su patogenicidad: es
versatil, es decir, es capaz de adaptarse facil y rapidamente a cambios en el medio; es
cosmopolita, capaz de vivir en multiples medios; y es resistente, tanto a factores medio-

ambientales como a antimicrobianos (p. 6).

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno aerobio y quimiorganotrofo, es decir,
capaz de usar muchos compuestos organicos como fuentes de carbono y nitrogeno, e
incluso a veces capaz de crecer en el agua destilada usando los restos de nutrientes.
Ademas, es capaz de sobrevivir en poblaciones de baja densidad poblacional en un rango
de temperatura entre los 4 y los 42°C, estas caracteristicas lo convierten en un
microorganismo ubicuo, que puede habitar en los suelos en la materia orgéanica en
descomposicion, en la vegetacion y en los ambientes acuosos (incluso en ambientes
acuosos inanimados). También puede colonizar a animales, desde gusanos y moscas de las

plantas hasta mamiferos, incluyendo al ser humano (Martinez, 2015, p. 7).

Los factores de virulencia que posee la bacteria Pseudomonas aeruginosa son
multiples, lo que le permite mejorar y prolongar su adherencia a distintas superficies
celulares y, por tanto, aumentar el tiempo de contacto con el tejido a infectar, transmitir
toxinas directamente al citosol de la célula hospedadora, quelar el Fe3+ para adaptar el
medio a sus requerimientos nutricionales o comunicarse con otras células bacterianas.
Piocianina (PYQ) es un pigmento azul, hidrosoluble y no fluorescente. Su contribucion al
proceso infeccioso se debe a que es un componente redox que atraviesa las membranas
celulares oxidando los nucle6tidos como el NADPH y generando ROS (especies reactivas
del oxigeno), que someten a la célula a estrés oxidativo. Un ejemplo, son las células del
epitelio respiratorio, las cuales sufren una disminucion de su capacidad de cicatrizacion y
de expulsion de las bacterias inhaladas y un aumento de la produccién de mucus (Martinez,
2015, p. 7).

Compuestos como la fluoresceina o pioverdina son pigmentos de color amarillo,
hidrosoluble y fluorescente. Es un sideroforo constituido por una cadena peptidica variable
y un cromoforo. Tiene la capacidad de quelar al Fe3+, metal importante nutricionalmente
para P. aeruginosa. Posee una alta afinidad por este metal, siendo capaz de desplazarlo de

su union a la transferrina. Su contribucion a la infeccion se debe a que el Fe3+ esta presente
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en muy bajas concentraciones en los medios en los que crece Pseudomonas aeruginosa,
como son los medios oxigenados, por ello lo quela, para poder aprovecharlo y el Sistema de
Secrecion Tipo Ill: complejo macromolecular constituido por el Sistema de Secrecion o
Needle Complex (“forma de aguja”), el Sistema de Translocacion y las toxinas efectoras.
Su papel en la infeccién es el de transmitir toxinas desde la bacteria hasta el citosol de la
célula hospedadora. ElI Needle Complex esta formado por el cuerpo basal y el inyectisoma
(Martinez, 2015, p. 8).

Las exotoxinas se dividen en A, S y T, donde la exotoxina A: mono-ADP-
ribosiltransferasa que afecta a la sintesis celular de proteinas mediante la catalizacion de la
ADP ribosilacién del factor 2 de elongacion eucariético. Es liberada como pro-enzima, y pasa a
la forma completamente activa mediante proteolisis por la endoproteasa furina, entrando en la
célula hospedadora por endocitosis. Las exotoxinas S y T: poseen un dominio GAP y un
dominio ADPRT. El GAP las dota a ambas de la capacidad de inactivar a las GTPasas,
causando la desorganizacién del esqueleto de actina y provocando la fago-citosis de la célula.
El dominio ADPRT tiene actividad ADP ribosilasa coopera con el GAP para la
desorganizacion del esqueleto de actina, retrasa la curacion de heridas y provoca la apoptosis
celular. En la ExoS también desorganiza el esqueleto actinico, inhibe la sintesis de ADN e

induce la apoptosis (Martinez, 2015, p. 9).

Los biofilms permiten la adhesion de las bacterianas a las superficies celulares dénde se
va a producir la infeccion, favoreciendo la colonizacion. Ademas, constituye la resistencia
intrinseca de las bacterias, protegiéndolas de los anti-microbianos y favoreciendo la
permanencia de dicha infeccion. Aparte de las superficies celulares, los biofilms de Pseudo-
monas aeruginosa tienen una elevada afinidad por el plastico, tal y como se ha demostrado en
los estudios “in vitro”. Esta caracteristica permite al patdgeno crecer en instrumental médico tal
como catéteres, sondas y sistemas de ventilacion, favoreciendo el desarrollo de la infeccion
nosocomial, ademas de poseer el QS el cual es un sistema de comunicacion intercelular cuyo
papel en el proceso infeccioso consiste en la participacion del mantenimiento de las colonias, la
regulacion de la sintesis de factores de virulencia como exoenzimas y metabolitos, asi como la
formacion del biofilms y el consiguiente aumento de la resistencia a anti-microbianos
(Martinez, 2015, p. 10).



71

Etiopatogenia de la bacteria Pseudo-monas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa tiene accion patogena solo cuando se introduce en zonas
sin defensas normales, como en el caso de mucosas y la piel afectada por dafio histico
directo, como ocurre en las quemaduras, cuando se introducen sondas o catéteres por via
intravenosa o vesical, cuando existe neutropenia. Las bacterias se adhieren a las mucosas o
la piel. El lipo-posacarido interviene de forma directa en la aparicion de fiebre, estado de
choque, oliguria, leucocitosis y leucopenia, coagulacion intravascular diseminada y

sindrome de insuficiencia respiratoria (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, pp. 246-247).

La afectacion del sistema respiratorio, sobre todo se da por respiradores
contaminados, produce neumonia necrosante, la bacteria a menudo se encuentra en la otitis
externa leve en nadadores, puede generar otitis externa invasora en diabéticos. La infeccién
ocular puede desencadenar la destruccion rapida del ojo mas frecuente después de lesiones
0 procedimientos quirdrgicos. En lactantes o en personas debilitadas puede invadir
circulacion sanguinea y producir septicemia, esto suele ocurrir en los pacientes con
leucemia o linfoma que han recibido antineoplasicos o radioterapia y en aquellos con
guemaduras graves. A veces se puede detectar verdoglobina un producto de la degradacién
de la hemoglobina (Jawetz, Melnick & Adelberg, 2016, p. 247).

Infecciones pulmonares (neumonias): localizadas en las vias respiratorias inferiores
la gravedad varia desde una colonizacion asintoméatica hasta una bronco-neumonia
necrotizante grave, la capacidad de P. aeruginosa para formar biofilms, entre otras cosas, a
la comunicacion entre las bacterias (quorum sensing) hace que sea comun el desarrollo de
fibrosis quistica, una infeccion respiratoria crénica tipica de los pacientes con este
patogeno. Esta caracterizada por inflamacion de las vias aéreas, alteracion de la produccion
de mucus y disminucion del aclaramiento ciliar. Es una enfermedad que tiende a aparecer
de forma repetida, acelerando la disminucion de la funcion pulmonar y facilitando la

aparicion de infecciones como son las neumonias (Martinez, 2015, p. 11).

Segun la autora Burguillos (2018), menciona que las neumonias son infecciones en
el tracto respiratorio inferior que cursan con inflamacion de los espacios alveolares, lo que

impide el correcto funcionamiento de los pulmones. La neumonia nosocomial se adquiere a



72

través de tres mecanismos: aspiracion, inhalacion de aerosoles y la diseminacion
hematdgena a partir de otro foco de sepsis, siendo la mas importante la micro aspiracion de
bacterias. La implicacion de P. aeruginosa es muy frecuente en este tipo de infecciones
asociadas al ambito hospitalario. De igual manera las neumonias nosocomiales pueden
clasificarse en funcion de la gravedad (“grave” o “no grave”), del momento de aparicion
(precoz o tardia) y de los factores de riesgo asociados (utilizacion previa de antibioticos,
fallos de tratamientos previos). Las mas frecuentemente producidas por P. aeruginosa son
las neumonias tardias asociadas a factores de riesgo en pacientes ventilados y neumonias

graves (p. 11).

Pseudo-monas aeruginosa se caracteriza por una notable resistencia intrinseca a los
antibidticos, mediada principalmente por la expresion de [-lactamasas cromosomicas
inducibles y la produccion de bombas de flujo de salida, constitutivas o inducibles.
Ademas, de esta resistencia intrinseca, P. aeruginosa posee una capacidad extraordinaria
para desarrollar resistencia a casi todos los antimicrobianos disponibles mediante la
seleccion de mutaciones. EI aumento progresivo de las tasas de resistencia en P. aeruginosa
ha dado lugar a la aparicion de cepas que, en funcion de su grado de resistencia a los
antibioticos comunes, se han definido como cepas resistentes a multiples farmacos (MDR),

resistentes a los extendidos (XDR) y panresistentes (PDR) (Mensa et al., 2018, p. 1).

Segun los autores Mensa et al., (2018), sefialan desde el punto de vista clinico que
las infecciones causadas por P. aeruginosa se pueden clasificar como: 1) infecciones
agudas superficiales, no invasivas, en pacientes inmunocompetentes, 2) infecciones
invasivas agudas en pacientes con comorbilidades o inmunodepresion significativas, y 3)
infecciones cronicas. El primer grupo incluye las siguientes entidades: otitis externa (oido
de nadador), pericondritis, queratitis asociada con el uso de lentes de contacto, foliculitis
asociada a hidromasaje, paroniquia (sindrome de la ufia verde), hidradenitis palmoplantar,
osteomielitis de huesos del pie (secundaria a heridas punzantes por objetos que penetran en
el calzado deportivo) e intertrigo interdigital. Los inoculos podrian ser auto-limitados o

responder al tratamiento con cipro-floxacina topico u oral (pp. 4-5).

Continuando con la clasificacion del autor Mensa et al., (2018). El segundo grupo

incluye bacteriemias, neumonias nosocomiales o VAP, endocarditis en usuarios de drogas
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parenterales, infecciones por marca-pasos, entero-colitis necrotizante en el paciente
neutropénico, meningitis pos-quirdrgica, infeccion por derivacion del liquido
cefalorraquideo, fascitis necrotizante, ectima gangrenosa, peritonitis terciaria o peritonitis
asociada con didlisis peritoneal ambulatoria, otitis externa maligna, central infeccion por
catéter venoso, infeccién por quemaduras e infeccion del tracto urinario (pielonefritis o
prostatitis) en pacientes con catéteres vesicales y finalmente el en el tercer grupo, se
incluyen las infecciones cronicas. Por lo general, los aislamientos de P. aeruginosa de
pacientes con fibrosis quistica producen un poli-sacarido extracelular, alginato, que
confiere colonias de tipo mucoide. EI mismo fenotipo se pudo observar en infecciones
bronquiales en pacientes con bronquiectasias, EPOC avanzada (GOLD 1V) o
panbronquiolitis. Sin embargo, el crecimiento dentro de las biopeliculas dificulta su

erradicacion, y en etapas avanzadas no es posible con los tratamientos actuales (p. 5).

Tratamiento

Las infecciones por Pseudomonas aeruginosa no se suelen tratarse con un solo
farmaco debido a que el indice de mono-terapia es bajo y las bacterias generan gran
resistencia. Se una penicilina de amplio espectro, como lo es piperacilina en combinacién
con un amino-glucosido (tobramicina) o carbapenémicos (imipenem Yy meropenem),
fluoroquiolonas que abarca la cipro-floxacina, de las cefalosporinas ceftazidima, cefepima.
La ceftazidima suele utilizarse con un aminoglucosidos en el tratamiento primario (Jawetz,
Melnick & Adelberg (2016), p. 247).

Segun el autor Martinez (2015) en su trabajo final de grado menciona, la Guia
Terapéutica Antimicrobiana “Mensa”, el tratamiento frente a Pseudomonas aeruginosa ha
de llevarse a cabo con ceftazidima, cefepima (cefalosporinas, B-lactamicos), imipenem,
meropenem, doripenem (carbapenems, [-lactamicos), aztreonam (monobactama),
ciprofloxacino (fluorogquinolona), tobramicina y amikacina (aminoglucésidos) o colisitina
(polipéptido tensoactivo). Los p—lactamicos y monobactamas inhiben la sintesis de
peptidoglucano, inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana (24, 25, 26); el cipro-floxacino
inhibe a la topoisomerasa 1V y al ADN girasa, inhibiendo la replicacion y transcripcion del
ADN; los amino-glucésidos impiden la trans-cripcion del ADN, impidiendo la sintesis
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proteica; y la colistina interacciona con los fosfolipidos, alterando la permeabilidad de la

membrana bacteriana (p. 17).

En las bacteriemias se recomienda el uso de un p—lactdmico en perfusion continua
(doripenem es el més activo) con amikacina o ciprofloxacino. En infecciones respiratorias,
aminoglucosidos, aztreonam o colistina inhalados. En las urinarias, cipro-floxacino.
Ademas, el uso de un B—lactdmico con azitromicina es util en las cepas formadores de bio-
films, que son la mayoria, la combinacién de imipenem/ciprofloxacino con ertapenem en
cepas no resistentes, consiguiéndose un aumento de la susceptibilidad a los dos primeros,
debido a que el uso combinado disminuye su utilizacion y retrasa la aparicion de resistencias.
También, el empleo de oligomeros de alginato junto con azitromicina, ceftazidima,
ciprofloxacino, aztreonam y primaxina potencia el efecto de éstos y aumentan su eficacia en el
tratamiento de las cepas MDR (Martinez, 2015, p. 18).

Segun la autora Burguillos (2018) menciona una relacion directa con el articulo de
referencia de la SEIMC (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas) publicada en
2006, que propone un esquema de tratamiento para la neumonia obsoleta y se observan
discrepancias con las propuestas mas recientes, como la de la IDSA (Infectious Disease
Society of America), publicada en 2016. En el caso de la neumonia asociada a ventilacion
mecanica, el cambio méas destacable es la introduccion de las polimixinas en la terapéutica
(colistina y polimixina B), aunque solo en el caso de que no exista otra alternativa (al igual
que ocurre con los aminoglucésidos). Por otro lado, la IDSA recomienda un tratamiento
similar para neumonias no asociadas a ventilacion mecanica, es decir, administracion de
dos farmacos en los casos de alto riesgo, siendo uno un PBlactamico y el otro una
fluoroguinolona o un aminoglucésido, aunque no indica la utilizacion de polimixinas como
antibioticos de ultimo recurso. Ademas, se eliminan los macrdlidos (eritromicina) del

tratamiento de neumonias graves (pp. 11, 13).

El inicio precoz del tratamiento es un factor a tener en cuenta en la evolucién del
paciente, por lo que se recomienda la administracion de antibioticos desde el momento en
el que se sospecha de un diagnostico de neumonia. Para la identificacion del patégeno se
deben obtener muestras del tracto respiratorio inferior para la realizacién de cultivos y

antibiogramas. La tincion de Gram de las secreciones del tracto respiratorio inferior puede
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ser muy Util, ya que proporciona informacion inmediata que ayuda a orientar el diagndstico
y el tratamiento antibi6tico inicial. Una vez identificado el patdgeno causante de la

infeccion sera el momento de comenzar con la terapia dirigida, eligiendo el antibidtico en

funcion de los resultados del antibio-grama (Burguillos, 2018, p. 11).

Figura 17. Algoritmo de tratamiento de neumonia nosocomial producida por P.

aeruginosa en pacientes con o sin ventilacién mecanica.

NEUMONIA NOSOCOMIALPRODUCIDA POR

P. AERUGINOSA ,
PACIENTE VENTILADO " “. PACIENTE NO VENTILADO |
NEUMONIA TARDIA NEUMONIA DE RIESGO ~J—~| NEUMONIA GRAVE \
En pacientes con utilizacién :
previa de antibicticos y factores \\ |
de riesgo . Imipenem Imipenem
Combinacién de un | * ™
B- lactdmicoconun | Cefepima
/_B- lactamicos \ no B- lactimico | s *
. Aminoglucdsidoo
Carbapenema ] aztreonam Cefepima
;_\-‘. .'.
Piperacilina/Tazobactam Aminoglucssido
Mo B- lactamicos Ultimo recurso {IDSA} B
Eritromicina
Cefalosporina +| Amikacina i
Aminoglucdsidos Polimixina B
& 38 Generacion: Ceftazidima '~ Tobramicina polimixina E o
| - : ot Levofloxacine
\ 43 Generacidn: Cefepima -/ Fluoroquinelona: Ciprofloxacino cofistina +
: Aminoglucésido
Duracién tratamiento: Duracién tratamiento:
+ SEIMC: 3 semanas * SEIMC: 7-14 dias.
* IDSA: 7 dias * [DSA:7 dias

Fuente: Burguillos, 2018, p. 12

De igual manera la autora Burguillos (2018), sefiala que, debido a la falta de

medicamentos en desarrollo, se estan rescatando antibidticos que habian sido utilizados

previamente y descartados debido a sus reacciones adversas, se presentan algunos ejemplos

de estos (p. 18).

Colistina o polimixina E, un polipéptido cationico ciclico ramificado que se inserta

en la membrana bacteriana, alterando su permeabilidad. A pesar de ser un antibiético de

amplio espectro frente a bacterias Gram negativas, su uso estd restringido debido a los
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problemas de toxicidad que se le asocian (nefrotoxicidad, neurotoxicidad, etc.), por lo que

es un antibidtico de altimo recurso frente a bacterias Gram negativas resistentes.

Fosfomicina, un antibio6tico de amplio espectro cuyo mecanismo de accion radica en
la inhibicion de la sintesis de la pared celular por inactivacion de la enzima
fosfoenolpiruvato transferasa. Se ha observado que presenta una buena efectividad frente a

cepas multi-resistentes de P. aeruginosa.

Rifampicina, antibiético de primera linea en el tratamiento de la tuberculosis cuyo
mecanismo de accidn se basa en la inhibicién del a RNA-polimerasa. Se ha observado que
su combinacion con colistina y meropenem tiene efectos sinérgicos frente a cepas multi-
resistentes de Pseudomonas spp. Sin embargo, antes de su uso en la clinica se deben
realizar estudios que determinen su eficacia clinica y datos de supervivencia, ya que los que

existen no son suficientes.

Finalmente, la autora Burguillos (2018), menciona que en Espafia son frecuentes las
infecciones producidas por cepas de P. aeruginosa multiresistente. Ya ha sido aprobado el
uso de dos combinaciones novedosas de cefalosporinas con inhibidores de B-lactamasas
para el tratamiento de infecciones intra-abdominales complicadas (junto a metronidazol),

infecciones del tracto urinario complicadas y pielonefritis agudas (pp. 18-19).

Ceftolozano/tazobactam (Zerbaxa®): EIl ceftolozano es una cefalosporina
antipseudomonas que presenta buena actividad frente a P. aeruginosa ya que no se ve
afectado por los principales mecanismos de resistencia de este patdgeno, siendo estable en
presencia de B-lactamasas AmpC y no viendose afectado por la pérdida de porinas OprD ni
por la presencia de bombas de eflujo. Por otro lado, el tazobactam es un inhibidor de -
lactamasas, incluyendo enzimas de amplio espectro y de espectro extendido de

betalactamasas (BLEE), pero no enzimas tipo metalo- Blactamasas.

Ceftazidima/avibactam (Avycaz® o Zavicefta®): Ademas de la indicacion descrita
anteriormente, su utilizacion también estd recomendada en neumonias de origen
nosocomial. La ceftazidima es una cefalosporina antipseudomonas de tercera generacion
cuya hidrolisis se evita con la asociacion con avivactam. El avibactam es un nuevo

inhibidor de B-lactamasas con buena actividad frente a AmpC, pero limitada en el caso de
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las metalo-B-lactamasas. Debido a que los datos de eficacia son escasos, esta combinacion

se suele restringir para pacientes con los que se han utilizado todas las alterativas posibles.

Segun los autores Mensa et al., (2018). Mencionan los antibidticos que son activos

con cepas de Pseudomonas aeruginosa.

“Los B- lactdmicos que muestran menores tasas de resistencia son: piperacilina-
tazobactam, ceftazidima, cefepima, aztreonam, imipenem o meropenem son >20%. El
ceftolozano-tazobactam es activo contra casi el 95% de los aislados y la asociacion
ceftazidima-avibactam restablece la susceptibilidad a la ceftazidima en cepas resistentes de
casi el 80%. Con la excepcion de imipenem, poco estable a temperatura ambiente, todos los
demas B-lactdmicos activos contra P. aeruginosa debe administrarse a dosis altas y usando
infusion continua o prolongada después de una dosis de carga inicial. Esta recomendacion
se basa en: su actividad bactericida dependiente del tiempo, el posible efecto de indculo de

una carga bacteriana alta” (p. 15).

La tobramicina es el aminoglucosido que muestra la mayor actividad intrinseca
contra P. aeruginosa, siendo dos veces mas activa que la gentamicina y de 3 a 4 veces mas
que la amikacina. Sin embargo, la amikacina es susceptible de inactivacion por un menor
nimero de enzimas, por lo que es activa contra un mayor porcentaje de aislados de P.
aeruginosa (90-95%) en comparacién con la tobramicina (80%). Los aminoglucésidos,
debido a su naturaleza hidrofilica, se distribuyen en el espacio intersticial y se eliminan por
via renal. EI aumento en Vd (volumen de distribucion) y en el aclaramiento renal,
observado en pacientes criticos con una respuesta inflamatoria sistémica importante, reduce
significativamente la concentracion de aminoglucésidos en suero después de la primera
dosis. La dosis recomendada en las primeras 48-72 h de tratamiento, en pacientes con
funcién renal normal y P. aeruginosa grave infeccion, es de hasta 8 mg / kg para

gentamicina o tobramicina y de 20-30 mg / kg para amikacina (Mensa et al., 2018, p. 16).

La combinacion de un aminoglucésido y un PB-lactdmico podria ser sinérgica in
vitro contra bacilos gram-negativos mediante el aumento de la permeabilidad de la
membrana externa. La tasa de resistencia actual para las fluoroquiolonas como: la cipro-
floxacina y la levofloxacina en P. aeruginosa, en la mayoria de los hospitales espafioles,

supera el 30%. Sin embargo, el efecto bactericida de las fluoroguiolonas es mas lento que el
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de los amino-glucdsidos y la lisis de mutantes resistentes requiere exposiciones mas
prolongadas. La asociacion de ceftazidima o cefepima con una fluoroquinolona
(ciprofloxacina, levofloxacina o moxifloxacina) a concentraciones de 0,5 x MIC fue

sinérgica para mas del 50% de cepas de P. aeruginosa (Mensa et al., 2018, p. 17).

Colistina alrededor del 98% de las cepas de P. aeruginosa son susceptibles a la
colistina con MIC de 0.5-1 mg / L. La colistina no debe usarse como monoterapia,
especialmente si el MIC es> 1 mg / L, la carga bacteriana es alta o en el caso de focos de
bajo acceso (pulmon, SNC). La asociacion con una B-lactama (cefazidima o meropenem),
una fluoroquinolona (cipro-floxacina o levo-floxacina) o rifampicina puede ejercer efectos
sinérgicos, se recomienda comenzar el tratamiento con una dosis de carga intra-venosa de
6-9 MU para evitar el retraso de 48-72 horas necesario para alcanzar el estado estacionario
(Mensa et al., 2018, p. 17).

La fosfomicina es efectiva contra casi el 33% de las cepas de P. aeruginosa, la MIC
de fosfomicina es <64 mg / L. Su actividad bacteriostatica dependiente del tiempo esta muy
influenciada por el tamafio del indculo. La asociacion con tobramicina, amikacina y cipro-
floxacina disminuye la aparicion de resistencias y mejora la sinergia de los tratamientos.
Ademas, el tratamiento empirico para el tratamiento de infecciones causadas por
Pseudomonas aeruginosa, se debe utilizar un tratamiento con un B-lactamico diferente al
recibido en los Gltimos 90 dias. Por orden, se debe dar preferencia a 1.5-3 g/ 8 h IV de
ceftolozano-tazobactam IV, 2 g/ 8 h IV de meropenemy 2 g /8 h 1V de ceftazidimao 4.5 g
/ 6 h IV de piperacilina-tazobactam. Deben administrarse como infusién prolongada
(ceftolozano-tazobactam, meropenem) o infusién continua con una dosis de carga
(ceftazidima, piperacilina-tazobactam), junto con un segundo antibidtico como 25 mg / kg /
dia IV de amikacina como dosis Unica diaria o colistina (dosis de carga de 6-9 MU IV
sequido de 4.5 MU /12 h IV) (Mensa et al., 2018, pp. 17-18).
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Fisiologia bacteriana

Segun el autor Merino (2017), menciona que las bacterias son capaces de realizar
una serie de transformaciones quimicas mediante reacciones enzimaticas que se traducen en
sintesis de nuevos productos, transporte, movimiento y duplicacién celular. Se considera
crecimiento bacteriano al aumento ordenado de todos los componentes celulares con el
consiguiente aumento del nimero de células bacterianas, o sea que el resultado final del
crecimiento bacteriano es la duplicacion celular. El crecimiento bacteriano se inicia con la
captacion de nutrientes a partir del medio ambiente y los pasos intermedios entre la
captacion de nutrientes y la division celular constituyen el metabolismo bacteriano. El
metabolismo bacteriano estd compuesto de dos etapas: una de sintesis 0 Anabolismo y una

de destruccion o Catabolismo (p. 1).

Aunque muchas bacterias sélo requieren adicionalmente algunas moléculas simples
para crecer (aminoacidos y azucares), son consideradas nutricionalmente no exigentes
(Pseudomonas, Escherichia, Staphylococcus), existen otras consideradas nutricionalmente
exigentes que requieren ademas compuestos mas complejos como vitaminas y cofactores
para poder desarrollar (Haemophilus, Neisseria). Ciertas bacterias son incapaces de
producir y almacenar su propia energia por lo que deben tomarla a partir de la célula que se
encuentran infectando y se denominan bacterias energéticamente exigentes (Chlamydias y
Rickettsias). Los dos primeros grupos mencionados son capaces de desarrollar en medios
fabricados artificialmente en el laboratorio (in vitro) mientras que el ultimo grupo sélo

desarrolla en medios de cultivos que contengan células vivas (Merino, 2017, p. 2).

El autor Merino et al., (2017), menciona la clasificacion de las bacterias en funcion

de los requerimientos de O,y CO>

“Bacterias aerobios estrictas: necesitan una concentracion de alrededor del
21% de oxigeno para poder desarrollar (Pseudomonas, Mycobacterium,

Corynebacterium).
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Bacterias microaerofilas: s6lo necesitan alrededor de un 5% de oxigeno para
desarrollar. Mayores concentraciones inhiben su desarrollo (Campylobacter,

Helicobacter).

Bacterias anaerobios obligadas o estrictas: son incapaces de sobrevivir en
presencia de oxigeno, es decir requieren un 0% de oxigeno (Fusobacterium,

Clostridium).

Bacterias anaerobias aero-tolerantes: pueden sobrevivir, aunque no crecer,

en presencia de hasta un 0,5% de oxigeno (Actinomyces, Propionibacterium).

Bacterias anaerobias facultativas: son capaces de crecer en una atmdsfera

tanto con o sin oxigeno (Streptococcus, Staphylococcus, Enterobacteriaceae).

Bacterias capnofilas: son bacterias aerobias que necesitan ademas para
crecer un 5-10% de CO2. (Neisseria, Haemophilus)” (p. 3).

Como el autor Struthers (2018) en el libro microbiologia clinica menciona:

“Las bacterias funcionan a través de diferentes vias bioquimicas complejas e
interactivas. La energia para realizar estas vias la proporciona una fuente de carbono
como la glucosa. Las bacterias se pueden clasificar en aerobias, donde el oxigeno es
esencial para el crecimiento (p. ej; Pseudomonas aeruginosa); facultativas, donde
los micro-organismos pueden crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno (p. ej;
coliformes Gram negativos) y anaerobias, donde las bacterias crecen en ausencia de
oxigeno. Cuando las aerobias como Pseudomonas aeruginosa crecen en presencia

de oxigeno, la glucosa se metaboliza por completo mediante la respiracion aerdbica”
(p. 24).

Glucosa+6 0, ——» 6 H,O0+6CO>

Cuando los coliformes crecen en ausencia de oxigeno, metabolizan la glucosa
mediante un proceso de fermentacion menos eficiente donde los acidos mixtos son los
productos finales. EI modo de metabolismo de los organismos facultativos va ser
influenciado por la accion de algunos antibidticos. Los amino-glucésidos, como la

gentamicina actla sobre los coliformes que crecen en la presencia de oxigeno ya que el
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antibiotico ingresa a la célula mediante un proceso dependiente de la energia que es la

respiracion aerobica (Struthers, 2018, p. 25).

Segun los autores Berlanga y Guerrero (2017), mencionan los procariotas presentan
una enorme diversidad metabodlica, que les permite ocupar los nichos ecologicos mas
diversos imaginables. Los procariotas son capaces de utilizar una amplia gama de
sustancias reducidas (organicas e inorgéanicas) y de agentes oxidadores para generar
gradientes electroquimicos y producir energia y poder reductor; ademas del metabolismo
fermentador. Los agentes oxidadores son variados, por ejemplo, oxigeno, nitrato, sulfato,
Fe (1), As (1V), Se (VI), dependiendo de las condiciones del habitat” (p. 5).

La apoptosis es diferente del proceso aleatorio de la muerte celular necrotica, ya que
elimina las células individuales sin inducir una respuesta inflamatoria. En las bacterias, la
apoptosis parece estar determinada por una unidad genética compuesta de dos genes. El
segundo gen codifica una toxina estable, y el primer gen codifica una antitoxina labil que
interfiere con la accion letal de la toxina. Este sistema genético toxina-antitoxina (por
ejemplo, el sistema mazEF) se ha encontrado en E. coli y en otras bacterias, incluyendo
varios patogenos (Berlanga & Guerrero, 2017, p. 5).

Barreras e Inmunidad
Los autores Canase & Canase (2012) en el libro Manual de Microbiologia y

Parasitologia médica sefialan:

“La inmunidad es la capacidad que tienen los seres vivos de resistir a la agresion de
los agentes infecciosos, se clasifican en inmunidad inespecifica y especifica. La inmunidad
especifica o adquirida puede ser activa o pasiva. La activa indica que el organismo produce
defensas (anticuerpos y células) por estimulacién de un agente infeccioso o antigeno, en la
inmunidad adquirida pasiva, anticuerpos formados en otro hospedador son recibidos por el
individuo. La gran mayoria de los micro-organismos son frenados antes que el sistema

inmune actué debido a las barreras que detienen el paso de estos micro-organismos” (p. 28).

Segun los autores Prescott, Harley & Klein (2004) en el libro Microbiologia

mencionan:
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“La supervivencia del huésped en este caso, el ser humano va a depender de
una elaborada red de defensas que evitan que micro-organismos y otras sustancias
extrafias produzcan dafos en el organismo. Un patdgeno es un micro-organismo
capaz de producir una enfermedad, la patogenicidad es la capacidad de producir
dicha enfermedad provocando cambios patoldgicos, signos, sintomas. El sistema
inmunitario es vencido por el patdgeno y este se multiplica (infeccion), pudiendo

proceder en cambios patoldgicos” (p. 786).

El sistema inmunitario del huésped comprende una serie de barrera generales
inespecificas: barreras fisicas, quimicas, bioldgicas (inflamacién y fiebre). Los tejidos
internos de los individuos sanos (cerebro, sangre, fluido cerebro-espinal, musculos)
normalmente estan libres de micro-organismos por otra parte tejidos superficiales como:
piel y mucosas estan en contacto permanente con micro-organismos. El conjunto de micro-
organismos que se encuentra regularmente en el organismo se conoce como microbiota. En
un individuo adulto este esta cubierto aproximadamente 2 m?2 de piel, se estima que esta

superficie contiene alrededor de 10'2 bacterias (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 788).

La superficie de la piel no es un ambiente favorable para la colonizacion
microbiana, la piel estd sometida a una deshidratacion periddica, la falta de humedad
origina que muchos micro-organismos residentes pasen a un estado latente. Sin embargo,
en algunas partes del cuerpo (cuero cabelludo, orejas, axilas, regiones genito-urinarias) la
humedad es la suficiente para mantener una microbiota residente. EI pH acido de la piel
debido a los &cidos orgéanicos producidos por los estafilococos (micro-biota normal) y las
secreciones de las glandulas sebaceas y sudoriparas de la piel evita la colonizacion
(Prescott, Harley y Klein, 2004), p. 788).

El sudor contiene una gran concentracion de cloruro sodico, esto la convierte en una
superficie hiperosmdtica lo que estresa osmoticamente a la mayoria de los micro-
organismos de igual manera algunas sustancias inhibitorias de la piel controlan la
multiplicacion excesiva y la infeccién causada por micro-organismos residentes. Por
ejemplo, las glandulas sudoriparas secretan lisozima, enzima que lisa a Staphylococcus
epidermidis. La continua descamacion de las células epiteliales méas externas elimina los

microorganismos que consiguieron adherirse (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 788).
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Cuando los micro-organismos han rebasado las barreras naturales y logran penetrar
en la intimidad de los tejidos, el organismo dispone de mecanismos de defensa
inespecificos, que se pone en accion y que se traducen en un proceso inflamatorio. La
inflamacion presenta cuatro signos: rubor, calor, dolor y tumor. El rubor es debido a la
vasodilatacion de los capilares sanguineos de la zona, el calor obedece a la mayor
circulacién de sangre, el dolor es ocasionado por la liberacion de mediadores y la
compresion e irritacion de los fasciculos nerviosos y el tumor es consecuencia del mayor

flujo sanguineo y a la extra-vasacion de liquido (Canase & Canase, 2012, p. 29).

Los primeros fagocitos en acceder al foco inflamatorio son los polimorfo nucleares
neutrofilos, la llegada de los linfocitos es mas tardia, cuando interviene la inmunidad
adquirida. Los neutréfilos, predominantes en la sangre tienen vida muy corta, poseen
nicleo segmentado y granulaciones azurodfilas primarias ricas en mieloperoxidasas,
elastasa, catepsina G, defensinas e hidrolasas, ademas muestran granulos secundarios
especificos conteniendo lactoferrina, lisozima, fosfatasa-alcalina y citocromo. Los
macrofagos, estan presentes tanto en la sangre como en los tejidos. Son de mayor tamafio
que los neutrofilos y tienen una vida mas larga que ellos. Poseen un reticulo endoplasmico

rugoso y numerosas mitocondrias (Canase & Canase, 2012, p. 29).

La inmunidad (inespecifica puede dividirse en dos componentes basicos: los
compuestos (moléculas o conjunto de moléculas), como el complemento, los mediadores de
la inflamacion, las moléculas de adhesion intercelular, las proteinas de fase aguda y los
interferones y las células, cuya accion principal estd dada por los fagocitos, pero también
con acciones importantes de células NK (natural killer), mastocitos, eosinéfilos y plaquetas.
Estos dos componentes béasicos, actian en forma coordinada y amplificada sobre los micro-

organismos patogenos (Canase & Canase, 2012, p. 29).

El sistema inmune inespecifico se encuentra organizado para potenciar su accién
desde el momento en que se establece contacto con los micro-organismos agresores. La
fagocitosis se ve favorecida por el complemento y este produce anafilotoxinas que reclutan

y activan a los fagocitos. Completan la accion inmune, moléculas mediadoras de la
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inflamacion, los interferones, las células NK, los eosinofilos y proteinas de fase aguda
como la PCR (Canase & Canase, 2012, p. 29).

Las inmuno-globulinas o anticuerpos aparecen recién en los vertebrados, siendo la
IgM la primera en estar presente en los vertebrados inferiores. A medida que se asciende en
la escala filogénica, el orden de aparicion de las restantes inmuno-globulinas es 1gG, IgA,
IgE y por altimo IgD. La inmunidad especifica es desarrollada por dos tipos de linfocitos en
el humano: los linfocitos T (timocitos), que tienen a su cargo la inmunidad mediada por
células y la coordinacion general de la respuesta inmune y los linfocitos B (osteo-
medulares) que son responsables de la inmunidad humoral, por medio de la sintesis de los

anticuerpos (Canase & Canase, 2012, p. 29).
Segun Struthers (2018) en su libro Microbiologia Clinica menciona:

“Un macrofago bajo estrés debe ser sometido a muerte celular programa o
apoptosis, este es el proceso por el que el cuerpo elimina las células que han hecho
su trabajo o estan bajo estrés externo o interno. La apoptosis es altamente regulada y
controlada y dirige la sintesis de proteinas celulares cuya funcién es perforar la
membrana externa de las mito-condrias liberando citocromo C, esto de desencadena
la activacion de caspasas que degradan todos los tipos de proteinas dentro de la
célula, se forma un apoptosoma de la célula lo cual permite Ila
compartimentalizacion segura de todos los restos celulares, que son fagocitados por

macrofagos vecinos” (p. 47).

Segun la autora Toure (2018), menciona que el organismo humano, de forma
general, se opone a la penetracion y establecimiento de los organismos patdgenos exteriores
mediante una serie de barreras cuyo fin es el mantenimiento de la salud del individuo. La
primera de las barreras es la inmunidad innata, nativa o natural, cuyo primer nivel de
proteccion esta constituido por barreras fisicas, como quimicas. EIl segundo nivel lo forma
la inmunidad innata inducida, en esta fase entran en juego moléculas y células, que,
mediante un proceso inflamatorio, logran en la mayoria de los casos, controlar, de forma

inespecifica, a los agentes patdgenos (p. 5).
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Ambos sistemas defensivos actian de manera coordinada y secuencial,
comunicandose entre si, mediante citoquinas. El sistema del complemento forma parte de la
inmunidad innata, consta de mas de 30 proteinas solubles (producidas principalmente en el
higado), unidas a células que acttan como una cascada. Existen 3 vias de activacion del
complemento. La primera que se descubrié fue la de los complejos antigeno/anticuerpo, v,
por tanto, fue denominada via clasica. La siguiente via en descubrirse fue la alternativa, la
cual podia activarse sélo con la presencia del patdgeno. Por ltimo, la mas reciente es la via
de las lectinas, la cual se activa gracias a la union de proteinas del tipo lectina que se unen'y

reconocen carbohidratos presentes en la superficie de los patdgenos (Toure, 2018, pp. 5, 7).
Segun los autores Marin et al. (2019), menciona

“Que a lo largo de la evolucién los sistemas fisioldgicos en el ser humano y
en los animales han ido adaptandose. Actualmente, los vastos estudios han
determinado que en realidad el sistema inmunoldgico distingue lo “inocuo” de lo
“nocivo”. Para desarrollar esta prominente labor, el sistema inmunoldgico
comprende una serie de componentes tales como: drganos, tejidos, celulas y
moléculas, que al mismo tiempo pueden realizar actividades independientes para

regular la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa” (pp. 1-2).

El éxito del funcionamiento del sistema inmunoldgico se debe a una acertada
participacion de las moléculas encargadas de la comunicacion celular denominadas
citoquinas. Estas inician la activacion o la inhibicion de procesos bioldgicos que
desencadenan mecanismos de defensa para la erradicacion de patdgenos, y agentes extrafios
o infecciosos. Las citoquinas (citocinas) son proteinas secretadas por células que actuan
como un sistema de sefiales entre las células, permitiendo una respuesta inmune integrada,
regulando importantes funciones biologicas, tales como proliferacion, activacion,

sobrevida, muerte y diferenciacion celular (Marin et al., 2019, p. 2).

Los autores Marin et al., (2019), mencionan, un grupo particular de citoquinas son
los interferones (IFN), inicialmente descritas por Isaacs y Lindenmann en 1957 por su
capacidad de interferir con la replicacién del virus de la gripe. Posteriormente, los IFN
fueron descritos en importantes procesos, como la proliferacion, diferenciacion y muerte

celular. Los IFN son un grupo de proteinas que se clasifican en familias, tales como los IFN
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tipo I (IFNa, IFNB, entre otros), los IFN tipo II (IFNy) y los IFN tipo III (IFNA1, IFNA2,
IFNA3, e IFNA4).

Los IFN tipo 1 (o y B) son producidos en respuesta a la infeccion viral y se
producen en una variedad de células, principalmente en las células dendriticas
plasmocitoides. La induccion de la transcripcion de estos genes (IFN o e IFN ) es un
evento central en la inmunidad innata. Los IFN tipo | ejercen sus efectos mediante la
activacion de la via de sefializacion JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducers and
Activators of Transcription). El control fino del sistema de sefializacion del interferon es
esencial para la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa, ya que las células T CD4+
(Linfocitos T cooperadores), células T CD8+ (linfocitos T citotdxicos), células dendriticas
y macrofagos pueden ser activados por factores quimiotacticos, moléculas de complejo

mayor de histo-compatibilidad (MHC), citoquinas (Marin et al. 2019, p. 3).

Los IFN tipo | ejercen diferentes actividades bioldgicas, tales como anti-virales,
antiproliferativas, pro-apoptoéticas y efectos inmuno-reguladores. Los IFN tipo | interfieren
con la infeccion por virus ARN y ADN. En los seres humanos, [FNo2 fue probado
inicialmente para tratar la hepatitis C cronica, que resulté en una respuesta viroldgica
sostenida y curativa en hasta el 20% de los pacientes. El tratamiento actual de hepatitis C
cronica es realizado mediante un IFNa2 PEG-ilado (conjugado covalente formado por la
unién de interferon al polimero polietilenglicol) mas un inhibidor de nucledsido

(ribavirina), el cual cura hasta el 60% de los pacientes (Marin et al., 2019, p. 3).

Segun los autores Marin et al., (2019), menciona, la familia de interferones tipo 111
(IFNQL) fue descrita por primera vez en el aino 2003 incluyendo los subtipos IFNA1 (IL-29),
[FNA2 (IL-28A), e IFNA3 (IL-28B) y en el 2013 fue descrito el subtipo IFNA4. Estos IFN
tipo 11 son producidos por células nucleadas después de la infeccion viral. Los poli-
morfismos de nucledtido Unicos (SNPs) en el gen IFNL3 (IL-28B) se asociaron con la
eliminacion espontanea del virus de Hepatitis C (VHC). Estos SNPs se expresan de forma
aleatoria segun la etnia, pero se asociaron con una mayor proteccion en las personas de
ascendencia africana en relacién con ascendencia europea. Asimismo, otro articulo
mencionando por los autores Marin et al., (2019), expusieron que el IFNA4 recombinante

posee una fuerte actividad antiviral contra la infeccion por VHC en lineas celulares de
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hepatocitos humanos, Huh7 y HepG2, en las vias respiratorias y las células epiteliales

humanas después de la infeccidn por coronavirus (p. 5).

Figura 18. Micro-biota normal del ser humano
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Fuente: (Prescott, Harley, Klein, 2004, p.789).



88

Relacién entre la micro-biota normal y el huésped
Segun los autores Prescott, Harley & Klein (2004) en el libro Microbiologia

mencionan;

“Esta interaccion entre el huésped y un micr-organismo es un proceso
dinamico en el cada una de las partes actGa para optimizar su propia supervivencia,
en algunos casos, tras la entrada de un micro-organismo con el huésped, se establece
una relaciéon mutuamente beneficiosa que puede llegar a ser integral para la salud
del huésped. Este tipo de micro-organismo se establece como microbiota. En otros
casos micro-organismos inducen efectos deletéreos en el huésped, el resultado final

puede ser enfermedad o incluso muerte” (p. 793).

Nuestro entorno esta repleto de micro-organismos, por lo que el contacto con ellos
es frecuente algunos de estos micro-organismos son patdgenos, sim embargo, nuestra
micro-biota puede competir con estos patdgenos evitando que se produzca la enfermedad.
La competicion se establece porque la microbiota normal ocupa espacios, recursos,
nutrientes e incluso producen compuestos quimicos que repelen al patégeno invasor, por
ejemplo, los lactobacilos del tracto genital femenino mantienen un pH &cido e inhiben la
colonizacion por bacterias patogenas y las corinebacterias producen en la piel acidos grasos
que inhiben igualmente la colonizacion de bacterias patdgenas (Prescott, Harley y Klein,
2004, p. 793).

A pesar de que la microbiota normal ofrece proteccion frente a micro-organismos
patdgenos invasores, también puede llegar a ser patogénica y producir enfermedades,
denominados micro-organismos patdégenos oportunistas los cuales estan adaptados a un
modelo de vida no invasivo definido por las condiciones del entorno en el que habitan.
Fuera de ese entorno restrictivo e introducidas, por ejemplo, en el torrente sanguineo o en
los tejidos pueden multiplicarse (infeccién) y de causar la enfermedad. Estreptococos del
grupo viridans son el grupo més comun de bacterias que reside en el tracto respiratorio
superior, si pasa a sangre (tras una extraccion dental, amigdalotomia) puede colonizar

valvulas cardiacas y producir una endo-carditis (Prescott, Harley y Klein, 2004, p. 793).
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Segun la autora Lizarbe (2009), menciona:

“El beneficio de los micro-organismos se extiende a numerosos aspectos de la
actividad humana participan o desarrollan procesos valiosos para la sociedad en agricultura,
alimentacion, energia y medio ambiente, biotecnologia. Ciertas bacterias producen
antibidticos, como la actinobacteria Streptomyces griseus productora de la estreptomicina,
otras participan en la elaboracion de la mayoria de quesos, como las bacterias Lactococcus,
Lactobacillus o Streptococcus, o0 en la produccion del yogur, donde se utiliza Lactobacillus
acidophilus. Si se considera el micro-ambiente diverso del tracto intestinal, se ha descrito

que la comunidad microbiana la constituyen alrededor de 500 especies de bacterias” (p. 2).

Entre éstas estan los probioticos, hay evidencias de que pueden prevenir
enfermedades como la diarrea asociada a los antibidticos, el sindrome de intestino irritable
y la enfermedad inflamatoria intestinal. Un ejemplo es el Lactobacillus acidophilus que,
ademas de producir &cido félico y vitamina B6, degrada nutrientes que otros micro-
organismos necesitan: produce acido lactico, peroxido de hidrogeno lo cual genera un
medio hostil para otros organismos indeseables. Otro caso es la bacteria Escherichia coli,
que ha sido y es utilizada como modelo y material biolégico en diversas areas de
investigacion (Genética, Biologia Molecular, Bioquimica y Biotecnologia). Se encuentra en
el intestino de los animales y actia como comensal formando parte de la flora intestinal;
estas bacterias son necesarias para el funcionamiento correcto de la digestion y ayudan a la

absorcion de nutrientes (Lizarbe, 2009, p. 2).

Anti-bioticoterapia
Segln la autora Lizarbe (2009) en la revista, bacterias y virus ¢(COmo nos

defendemos? menciona:

“El término antibiotico, del griego “anti” (en contra) y “biotikos” (dado a la
vida), fue propuesto en 1942 por Selman A. Waksman, descubridor de la
estreptomicina y considerado el padre de los antibidticos. Los define como
“aquellas sustancias quimicas producidas por micro-organismos que, a bajas

concentraciones, inhiben el desarrollo o destruyen la vida de otros
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microorganismos”. En términos estrictos, un antibidtico es una sustancia secretada
por un micro-organismo, u obtenida por sintesis quimica, que tiene la capacidad de

afectar a otros micro-organismos” (p. 21).

Los antibidticos pueden actuar como agentes bactericidas, produciendo la muerte de
las bacterias, o pueden funcionar como agentes bacteriostaticos, inhibiendo su crecimiento
y multiplicacion para ser posteriormente eliminadas por los sistemas de defensa de nuestro
organismo. Estos efectos dependen de la concentracion del antibidtico en el sitio de la
infeccion, del tipo de bacterias sobre las que actuan, de la fase de crecimiento en la que se

encuentran las bacterias y de la densidad de la poblacion bacteriana (Lizarbe, 2009, p. 22).

Segun los autores Brunton, Lazo & Parker (2007) en el libro Bases Farmacologicas

de la Terapéutica mencionan:

“Los antibioticos son los farmacos de uso mas frecuente y errdneamente
usados. La consecuencia inevitable de la aplicacion tan extendida de los antibiéticos
ha sido el surgimiento de micro-organismos resistentes, lo que obliga a crear
farmacos nuevos. Sin embargo, la velocidad con que se elaboran antibidticos nuevos
se ha reducido en forma dramatica y cada afio se introducen a la practica clinica
contados medicamentos nuevos, muy pocos de los cuales son originales. Se piensa
que la mejor forma de reducir la resistencia es disminuyendo el uso incorrecto de
los antibioticos” (p. 1122).

Los antibidticos se clasifican con base en su estructura quimica y mecanismo de
accion de la manera siguiente: 1) sustancias que inhiben la sintesis de las paredes celulares
bacterianas, como lactamicos  (por ejemplo, penicilinas, cefalosporinas y carbapenem) y
otros medicamentos como cicloserina, vancomicina y bacitracina; 2) sustancias que acttan
directamente en la membrana celular del microorganismo, aumentando la permeabilidad y
provocando la salida de compuestos intracelulares, como detergentes del tipo de la
polimixina; antimicéticos de tipo polieno (por ejemplo, nistatina y anfotericina B) que se
adhieren a los esteroles de la pared celular y el lipopéptido daptomicina (Brunton, Lazo y
Parker, 2007, p. 1123).
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3) sustancias que alteran la funcién de las sub-unidades ribosémicas 30S o 50S para
inhibir en forma reversible la sintesis de proteinas, que suelen ser bacteriostaticos (p. ej.,
cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina, clindamicina, estreptograminas y linezdlido); 4)
sustancias que se adhieren a la sub-unidad ribosdmica 30S y alteran la sintesis de proteinas,
que suelen ser bactericidas (por ejemplo, amino-glucésidos); 5) sustancias que modifican el
metabolismo del &cido nucleico bacteriano, como rifamicinas (por ejemplo, rifampicina y
rifabutina), que inhiben a la polimerasa de RNA y las quinolonas, que inhiben las
topoisomerasas, y 6) los antimetabolitos, como trimetoprim y las sulfonamidas, que
bloquean a ciertas enzimas esenciales del metabolismo del folato (Brunton, Lazo y Parker,
2007, p. 1123).

Los antibidticos del grupo de los B -lactamicos, como la penicilina, son derivados
del acido 6 amino-penicilanico, difiriendo entre si segun la sustitucion en la cadena lateral
de su grupo amino, existen una gran variedad de penicilinas que difieren quimicamente
entre si en funcion de la cadena lateral anclada al grupo amino del é&cido 6-
aminopenicilanico y segun su espectro de accion. Por ejemplo, la bencilpenicilina es eficaz
contra bacterias Gram positivas como estreptococos Yy estafilococos. Se administra por via
parenteral debido a su sensibilidad al pH acido del estbmago. Sin embargo, otras
penicilinas resisten el pH acido como la fenoximetilpenicilina sintética (penicilina V), que
puede administrarse por via oral, o la ampicilina, que es activa contra bacterias Gram

negativas como Haemophilus, Salmonella y Shigella (Lizarbe, 2009, p. 22).

Ejemplos de antibidticos con un espectro de accion amplio, sobre bacterias Gram
negativas y Gram positivas son el cloranfenicol, las tetraciclinas y las penicilinas de amplio
espectro; de espectro intermedio, sobre Gram positivas, la penicilina G y la oxacilina; de
bajo espectro, frente a cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos, la vancomicina y la
polimixina; de espectro selectivo, la nistatina que actla casi exclusivamente sobre Candida
albicans. Ademas, un antibidtico no debe inducir resistencia, debe ser estable en liquidos
corporales (o se debera utilizar solo topicamente) y su periodo de actividad debe ser largo;
no debe ejercer efectos dafiinos en el paciente ni generar una respuesta alérgica (Lizarbe,
2009, p. 23).
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Farmaco Clasificacion Mecanismo

Penicilina Inhibicidn de la sintesis de | Inhiben a las enzimas de
Ampicilina la pared celular transpeptidizacion que
Carbenicilina participa en la formacion de
Meticilina los enlaces entre las

Cefalosporinas

cadenas polisacaridas del

peptidoglicano de la pared

celular.
Vancomicina Inhibicion de la sintesis de | Se une a la region D-Ala-D-
la pared celular Ala del tetrapéptido de las
C-glucésido cadenas de glicanos por lo
que inhibe la reaccion de
transpeptidizacion.
Bacitracina Inhibicion de la sintesis de | Interfiere con la

la pared celular

desfosforilacion de una
molécula que transporta
precursores del
peptidoglicano en la

membrana celular.

Estreptomicina

Inhibicion de la sintesis

Interaccionan con la

Gentamicina proteica subunidad 30S del ribosoma
bacteriano; inhibiendo la
sintesis proteica y
provocando una lectura
erronea del RNA
mensajero.

Tetraciclina Inhibicion de la sintesis Se unen a la sub-

proteica

unidad 30S del ribosoma e
interfiere con la unién

aminoacil-tRNA.
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Cloranfenicol

Inhibicién de la sintesis

proteica

Interacciona con la
subunidad 50S del ribosoma
bacteriano; inhibe a la
peptidiltransferasa

bloqueando la formacion

del enlace peptidico.

Eritromicina

Clindamicina

Inhibicion de la sintesis

proteica

Se unen a la subunidad 50S
del ribosoma e inhiben la
translocacion en la etapa de
elongacion de la cadena
polipeptidica.

Acido Fusidico

Inhibicion de la sintesis

proteica

Se une al factor de
elongacion EF-G
bloqueando el proceso de la

translocacion.

Ciprofloxacino

Otras quinolonas

Inhibicion de la sintesis de

acidos nucleicos

Inhiben a la DNA girasa
bacteriana interfiriendo en
la replicacion del DNA
bacteriano y en la

transcripcion.

Rifampicina Inhibicion de la sintesis de | Bloguea la sintesis de RNA
acidos nucleicos uniéndose e inhibiendo a la
RNA polimerasa

dependiente de DNA.
Polimixina B Alteracion de lamembrana | Se une a la membrana
celular plasmatica alterando su
estructura y sus propiedades

de permeabilidad.

Sulfamidas Antagonismo metabdlico | Inhiben la sintesis de acido

félico compitiendo con el

acido-p-aminobenzoico.
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Trimetoprima Antagonismo metabodlico | Antibiotico bacteriostéatico,
inhibidor de la enzima
dihidrofolato reductasa por
lo que bloquea la sintesis

del tetrahidrofolato.

Dapsona Antagonismo metabdlico | Antibidtico bacteriostatico
que inhibe la sintesis de

acido para-aminobenzoico.

Isoniazida Antagonismo metabdlico | Inhibe la sintesis del acido
micolico impidiendo la
formacién de la pared
bacteriana.

Fuente: (Lizarbe, 2009, p. 24).

Figura 19. Relacion bencilpenicilina y la cadena peptidica (R-D-Ala-D-Ala) del
peptidoglicano de Streptomyces
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Figura 6. Estructura de la bendlpenicilina. (A) Estructura de la penicilina G derivada del acido 6-aminopenicilanico mostrando (con
una flecha) el enlace del anillo B-lactamico de la molécula que es reconocido por la transpeptidasa. En la parte inferior se muestra la
analogia estructural de la penicilina y de la parte final de la cadena peptidica (R-D-Ala-D-Ala) del péptidoglicano de bacterias gram-
negativas, region reconocida por la transpeptidasa para formar los enlaces de entrecruzamiento. (B) Estructura del complejo de la
penicilina G unida a la D-alanil-D-alanina transpeptidasa de Streptomyces R61 [103]. La figura se ha creado a partir del fichero PDB
1PWC del Protein Data Bank utilizando el programa PDB ProteinWorkshop v3.7 [104].
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Fuente: (Lizarbe, 2009, p. 22).

En la figura 19 se compara la estructura del nacleo de una penicilina y su analogia
con la region D-Ala-D-Ala del peptidoglicano. La analogia del enlace del anillo B-
lactdmico de la penicilina con la region del enlace D-Ala-D-Ala terminal de la cadena
pentapeptidica del péptidoglicano ocasiona que las penicilinas funcionen como inhibidores
del proceso de transpeptidacion interfiriendo en la formacion del péptidoglicano. De esta
forma, la penicilina provoca la formacion de una pared bacteriana débil, lo que favorece la
lisis osmotica de la bacteria durante el proceso de multiplicacion o su fagocitacion (Lizarbe,
2009, p. 25).

La membrana celular también es el blanco de los antibioticos. Las polimixinas,
como la colistina, son lipopéptidos catidénicos que actian como detergentes en la membrana
externa de las bacterias gram-negativas, se insertan en la membrana exterior
interaccionando con el lipido del lipopolisacarido a traves del &cido graso de la polimixina.
El resultado es un aumento de la permeabilidad de la membrana externa y la muerte rapida
de la bacteria. La daptomicina, también un lipopéptido pero anionico, es activa solo frente a
las bacterias gram-positivas su mecanismo de accion presume la insercion de antibi6tico en
la membrana interna causando una despolarizacion de la misma y la pérdida de potencial de
membrana, lo que conduce a la inhibicion de la biosintesis de proteinas, de DNA y de

RNA, con el resultado final de la muerte celular (Lizarbe, 2009, p. 26).

Las sulfamidas y la trimetoprima interfieren en la biosintesis de los acidos
nucleicos, ya que las primeras actian como un falso sustrato de la enzima pteridina
sintetasa (que cataliza la transformacion acido p-aminobenzoico a acido dihidropteroico);
compiten con el &cido foélico inhibiendo la biosintesis de bases nitrogenadas lo que produce
una paralizacion del crecimiento celular o la muerte del patdégeno. Dos familias de
antibidticos inhiben la sintesis de los acidos nucleicos, las quinolonas y las rifamicinas, sus
dianas las enzimas involucradas en la sintesis de acidos nucleicos; la DNA girasa y la
topoisomerasa 1V, estas enzimas que modulan el estado topologico del DNA regulan su
estructura superhelicoidal reduciendo la tensiébn molecular causada por el super-
enrollamiento del DNA (Lizarbe, 2009, p. 26).
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Para que el DNA pueda replicarse y transcribirse es necesario que su estructura
super-helicoidal se relaje. Estas enzimas producen cortes en la cadena de DNA, lo
desenrollan y, posteriormente, sellan la rotura. Las quinolonas bloguean la reparacion del
DNA una vez cortado, lo cual conlleva una serie de respuestas que determinan la
degradacion del genoma bacteriano. El resultado es la muerte rapida de la bacteria. Por otro
lado, las rifamicinas inhiben la transcripcion del DNA a RNA,; la rifampicina es uno de los
antibioticos mas potentes y de amplio espectro frente a patdogenos bacterianos y es un
componente clave en la terapia antituberculosa. La rifampicina interacciona con la sub-
unidad B de la RNA polimerasa bacteriana dependiente de DNA (Lizarbe, 2009, p. 26).

La ARN polimerasa Il de las células humanas no es sensible a las rifamicinas. La
nitro-furantoina es un derivado del nitrofurano que puede actuar sobre la sintesis de
proteinas o provocar, en su forma reducida, un dafio en el DNA bacteriano. Una vez
reducida en el interior de la bacteria por la nitro-furano reductasa, puede unirse a proteinas
ribosdmicas y bloquear la traduccion o alterar el metabolismo. La biosintesis de proteinas
es el proceso sobre el que interfieren numerosos antibidticos; éstos interaccionan con
distintas bases nitro-genadas de los ARN ribosomicos en el centro de descodificacion
(donde el anti codon del RNA de transferencia lee el triplete codificador del ARN
mensajero), en el de formacion de los enlaces peptidicos (peptidil-transferasa) o en el tdnel

de salida de la cadena polipeptidica recién sintetizada (Lizarbe, 2009, p. 27).

Los antibioticos no afectan a los ribosomas citoplasmaticos de las células humanas
(ribosomas 80S) ya que son diferentes a los ribosomas 70S procariotas; difieren en tipo de
ARN vy en las proteinas ribosomales que los constituyen. En el ribosoma bacteriano, el
centro de des-codificacién lo constituye una pequefia regién del ARN ribosomal 16S de la
subunidad 30S, y la unién del antibidtico puede producirse en un surco poco profundo (por
ejemplo, la estreptomicina) en el surco mayor de la hélice 44 del ARN 16S (por ejemplo,
amino-glucésidos), en el tanel de la salida de la proteina recién formada los antibiéticos los
antibidticos interaccionan con los nucleotidos del bucle del dominio V del ARN ribosomal
de la sub-unidad 50S (Lizarbe, 2009, p. 27).
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Los amino-glicésidos se han descrito como un buen modelo para disefiar
antibioticos por su union con alta afinidad y su actividad de amplio espectro. Se enlazan a
un lugar préximo al sitio catalitico del centro de des-codificacion (sitio A) lo que origina un
cambio conformacional en la hélice 44 del RNA ribosomal 16S con la reorientacion de dos
adeninas de dicho RNA y provocando una disminucion en la especificidad de las
interacciones coddn-anticodon. Asi, se pueden unir moléculas de RNA de transferencia
cuyos anticodones no son los complementarios de los codones del RNA mensajero,
incorporandose amino-acidos incorrectos a la cadena polipeptidica en formaciéon y
generando proteinas no funcionales (Lizarbe, 2009, p. 27).

Figura 20. Ribosomas procariotas y eucariotas y biosintesis de proteinas

Ribosoma 70S Cloranfenicol: se une a la subunidad
(procariota) 50S y bloquea la elongacién; actia
como un inhibidor competitivo de la
peptidil-transferasa
Cadena
polipeptidica Eritromicina: se une a

la subunidad 50S en una
localizacion especifica del
rRNA 23S; bloquea la
elongacion interfiriendo en
el proceso de translocacion

Ribosoma 80S
(eucariota)

Tetraciclina: interacciona
con la subunidad 30S en

E Estreptomicina: altera la forma de fa | | ©! sitio Ae inhibe la union
subunidad 30S e interfiere con el correcto | Lde! tRNA al ribosoma
apareamiento tRNA-codon, provocando
una lectura errénea del mRNA 'y, por tanto,
se biosintetizan proteinas no funcionales

Figura 9. Ribosomas procariotas y eucariotas, y biosintesis de proteinas. En |z parte izquierda de |a figura se esquematizan los ribo-
somas 70S procariotas (subunidades 50S y 30S) y los ribosomas 80S eucariotas (subunidades 60S y 405). El esquema de la derecha
representa la fase de formacion del enlace peptidico de la etapa de elongacion de la cadena polipeptidica en crecimiento. Se indican
algunos ejemplos de antibioticos que bloquean la biosintesis de proteinas y su modo de actuacion.

Fuente: (Lizarbe, 2009, p. 27).
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Resistencia bacteriana
Segun los autores Calderon y Aguilar (2016) en la revista, resistencia
antimicrobiana microorganismos mas resistentes y antibioticos con menor actividad

mencionan:

“Segtin la Organizaciéon Mundial de la Salud y el Foro Econdémico Mundial,
la resistencia a los antibidticos es uno de los mayores problemas de salud publica
mundial porque impide nuestra capacidad de controlar las enfermedades infecciosas
aumentando la morbi-mortalidad, se reduce la eficacia terapéutica amenazando el
progreso y causando un retroceso de la medicina moderna a la era pre-antibi6tica.
Permite la transmision de microorganismos infecciosos de un individuo a otro,
aumenta los costos en la atencion de salud y amenaza la seguridad sanitaria

perjudicando el comercio y la economia” (p. 2).

Cuando se hace referencia a resistencia microbiana se habla del mecanismo y/o
capacidad que tiene un micro-organismo para resistir y sobrevivir a los efectos de un
antibiotico o mediante el cual la bacteria puede disminuir o inactivar la accion de los
agentes anti-microbianos. Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibiéticos como
resultado de mutaciones cromosomales e intercambio de material genético de otras
bacterias a través de mecanismos como: Transformacion: consiste en la transferencia o
incorporacion por una bacteria de ADN libre extra-celular procedente de la lisis de otras

bacterias (Calderon y Aguilar, 2016, p. 3).

Transduccion: transferencia de ADN cromosémico o plasmidico de una bacteria a
otra mediante un bacteriéfago (virus que infecta bacterias). Transposicién: movimiento de
una seccion de ADN (transposon) que puede contener genes para la resistencia a diferentes
antibioticos y otros genes casete unidos en equipo para expresion de un promotor en
particular. Conjugacion: consiste en el intercambio de material genético entre dos bacterias
(donante y receptor), a través de una hebra sexual o contacto fisico entre (Calderén y
Aguilar, 2016, p. 3).

Para que un antibidtico sea eficaz, debe alcanzar su objetivo en forma activa, unirse
a él e interferir con su funcién, la resistencia bacteriana a un antibidtico puede atribuirse a

tres mecanismos generales: 1) el farmaco no llega a su objetivo, 2) el farmaco no es activo
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0 3) el objetivo se encuentra alterado. La membrana externa de las bacterias Gram-
negativos es una barrera permeable que impide la penetracién de moléculas polares
grandes. Las moléculas polares pequefias, como algunos antibidticos, penetran en la célula
a través de dicho grupo de canales. La ausencia, mutacion o pérdida de una porina
disminuye la velocidad con que el fairmaco penetra en la célula o incluso impide su entrada,
reduciendo de esta manera la concentracion del medicamento en su objetivo (Brunton, Lazo
y Parker, 2007, p. 1123).

Cuando el objetivo es intracelular y el farmaco requiere transporte activo a traves de
la membrana celular, cualquier mutacion o cambio fenotipico que interrumpa este
mecanismo de transporte otorga resistencia. Por ejemplo, la gentamicina, cuyo objetivo son
los ribosomas, se transporta a través de la membrana celular utilizando la energia
proporcionada por el gradiente electro-quimico de la membrana. Este gradiente es generado
por las enzimas respiratorias que combinan el transporte de electrones con la fosforilacion
oxidativa. Cualquier mutacion en una enzima de esta ruta reduce la velocidad con la que
penetra la gentamicina en la célula, provocando resistencia (Brunton, Lazo y Parker, 2007,
p. 1124).

Las bacterias poseen bombas de salida que pueden transportar los farmacos hacia el
exterior de la célula. La resistencia a muchos medicamentos, como tetraciclinas,
cloranfenicol, fluoroquiolonas, macrolidos y antibioticos lactamicos B es regida por un
mecanismo de bomba de salida. EI segundo mecanismo general de la resistencia a los
medicamentos es la inactivacién farmacoldgica. La resistencia bacteriana a los aminos-
glucédsidos, y antibioticos lactimicos P se debe a la produccion de una enzima que modifica
al amino-glucdsido o una lactamasas P, respectivamente. Una variacion de este mecanismo
es el fracaso de la célula bacteriana para activar un pro-farmaco (Brunton, Lazo y Parker,
2007, p. 1124).

El tercer mecanismo general de la resistencia farmacol6gica es la presencia de un
objetivo alterado. La razon es la mutacion del objetivo natural (por ejemplo, resistencia a
las fluoroquiolonas), la modificacién del objetivo (por ejemplo, la resistencia de tipo
proteccion ribosomica a los macrolidos y tetraciclinas) o la adquisicion de una variedad

resistente de un objetivo que naturalmente, es sensible (por ejemplo, resistencia de
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Estafilococo a la meticilina gracias a la produccion de una proteina enlazadora de penicilina
de baja afinidad). La resistencia farmacoldgica puede adquirirse por mutacion y seleccion,
con lo que el caracter se transfiere de manera vertical hasta las células hijas (Brunton, Lazo
y Parker, 2007, p. 1124).

La resistencia farmacoldgica por lo general se adquiere por transferencia horizontal
de los factores que la definen a partir de una célula donadora, a menudo de otra especie
bacteriana, por transduccion, transformacion o conjugacion. La resistencia que se adquiere
por transferencia horizontal se extiende con rapidez, ya sea por diseminacién clonal de la
cepa resistente o por transferencias subsecuentes hacia otras cepas resistentes sensibles.
Asimismo, las lactamasas 3 de la clase A codificadas por el plasmido de las bacterias Gram
negativas también se han diseminado profusamente hacia Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae y especies de Haemophilus (Brunton, Lazo y Parker, 2007, p. 1124).

Figura 21. Modelo que ilustra la interaccion entre los componentes que gobiernan
la resistencia a los antibidticos f lactamicos en Pseudomonas aeruginosa

Lactamico Lactamico
B hidréfilo P lipofilo
@ B

m o W o Membrana
‘85‘5 S ‘m S externa
et Periplasma
'._—'.o '.
X[ Membrana
= L0000 interna
PBP Sistema
transportador
de salida

Fuente: (Brunton, Lazo y Parker, 2007, p. 1124).
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En su mayor parte, los antibidticos B lactamicos son hidréfilos y deben atravesar la
membrana externa de la célula a través de los canales proteinicos (outer membrane protein,
Omp) o porinas. El tamarfio y la selectividad de carga del canal es tal, que algunas Omp
reducen la velocidad o bloguean el desplazamiento del farmaco. Cuando una Omp que
permite la entrada del farmaco se altera por una mutacién, se encuentra ausente 0 se
suprime, la entrada del farmaco disminuye o incluso se impide. La  lactamasa concentrada
entre las membranas interna y externa en el espacio peri-plasmatico constituye una barrera
enzimatica que funciona en concierto con la permeabilidad de las porinas. Si el antibidtico
es un buen sustrato para la  lactamasa se destruira pronto, aunque la membrana externa sea

relativamente permeable al farmaco (Brunton, Lazo y Parker, 2007, p. 1124).

Cuando la velocidad con la que penetra el fa&rmaco es lenta, una B lactamasa
relativamente ineficaz con un indice de recambio lento puede hidrolizar suficiente farmaco
como para evitar una concentracion efectiva. Si el objetivo (PBP, proteina fijadora de
penicilina) tiene una afinidad reducida por el farmaco o se modifica, se eleva la
concentracion inhibidora minima, contribuyendo ain mas a la resistencia. Por ultimo, los
antibidticos B lactamicos (y otros antibioticos polares) que penetran en la célula e impiden
la destruccion de la  lactamasa pueden ser captados por un sistema transportador de salida
(por ejemplo, MexA, MexB y OprF) y bombeados a través de la membrana externa,
reduciendo ain mas la concentracion intracelular del farmaco activo (Brunton, Lazo y
Parker, 2007, p. 1124).

Segun los autores Pérez, Robles (2013) menciona:

“Actualmente las enfermedades infecciosas siguen siendo un problema serio
de salud con una tendencia hacia el aumento debido a la aparicion de cepas
resistentes a los antibioticos convencionales, la resistencia que presentan las
bacterias contra los antibioticos se ha convertido en un problema de salud a nivel
mundial. El desarrollo de nuevos farmacos antibacterianos, su uso indiscriminado e
irracional y la presion evolutiva ejercida por el uso terapéutico ha favorecido el

incremento de cepas resistentes. Las infecciones causadas por bacterias
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multiresistentes, causan una amplia morbilidad y mortalidad sin mencionar el costo

por estancia hospitalaria y complicaciones” (p.3).

La resistencia bacteriana tiene una base genética intrinseca y una adquirida, la
resistencia natural es un caracter constante de cepas de una misma especie bacteriana y es
un mecanismo permanente, determinado genéticamente y sin correlacion con la dosis de
antibidtico. Algunos ejemplos de esto estan la resistencia que presenta Proteus mirabilis a
las tetraciclinas por un proceso natural de expulsion del antibiético y a la colistina, debido a
la presencia de un lipopolisacarido que disminuye la afinidad de los antibidticos
polipeptidicos a su sitio blanco; Klebsiella pneumoniae que por su produccion natural de
beta lactamasas es resistente a las penicilinas (ampicilina y amoxicilina) (Pérez y Robles,
2013, p. 3).

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que
por naturaleza es sensible a un antibidtico pero que ha sido modificada genéticamente ya
sea por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones e
integrones). La mutacion de un gen implicado en el mecanismo de accion de un antibidtico,
podemos mencionar el ejemplo de la resistencia a las quinolonas por modificacion de la
DNA girasa en las enterobacterias, o las mutaciones generadas en los genes que codifican a
las porinas que ocasiona el bloqueo del ingreso del antibidtico al interior del micro-
organismo. Por otro lado, la adquisicion de genes de resistencia a partir de una cepa
perteneciente a una especie idéntica o diferente, esto esta dado por plasmidos, transposones
e integrones (Pérez y Robles, 2013, p. 3).

Los mecanismos de resistencia son: inactivacion del antibidtico, alteracion del sitio
blanco del antibidtico y alteracion de barreras de permeabilidad. Los tres mecanismos
pueden ocurrir simultaneamente, resistencia antibidtica por destruccion o modificacion de
la estructura quimica es un proceso molecular caracterizado por la produccion de enzimas
que van a llevar a cabo esta funcién. Las enzimas que destruyen la estructura quimica, mas
conocidas, son las beta-lactamasas que se caracterizan por hidrolizar el nicleo beta-
lactamico rompiendo el enlace amida, otra enzima es la eritromicina esterasa que cataliza la
hidrolisis del anillo de lactona de antibiotico. Entre las enzimas que se encargan de la

modificacion de la estructura podemos mencionar al cloranfenicol acetiltransferasa y
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también a las enzimas que modifican a los aminoglucésidos, lincosamidas vy

estreptograminas (acetilasas, adenilasas y fosfatasas) (Pérez y Robles, 2013, p. 4).

La resistencia bacteriana conferida por la alteracion del sitio en donde actia el
antibiotico consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la célula bacteriana
como la pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales, entre
otras. Por ejemplo, la modificacion por mutacion de los genes GyrA y GyrB que codifican
para las topoisomerasas Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana a S. aureus,
S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y E. coli frente a las quinolonas. En cuanto a las
modificaciones a nivel ribosomal podemos mencionar los cambios que ocurren en las
subunidades 30S y 50S los cuales son los sitios de accion de aminoglucésidos, macrolidos,

tetraciclinas y lincosamidas (Pérez y Robles, 2013, p. 5).

Este mecanismo de alteracién en las barreras de permeabilidad, se debe a los
cambios que se dan en los receptores bacterianos especificos para los anti-microbianos o
por alteraciones estructurales en los componentes de envoltura de la célula bacteriana
(membrana o pared celular) que influyen en la permeabilidad, asi como a la pérdida de la
capacidad de transporte activo a través de la membrana celular o la expresion de bombas de
eflujo las cuales se activan en el momento en que el antibiotico se introduce a la célula
bacteriana. La membrana celular de las bacterias Gram negativas contiene un alto

contenido de lipidos con respecto a las Gram positivas (Pérez y Robles, 2013, p. 5).

En la membrana celular se encuentran las Ilamadas bombas de eflujo que llevan a
cabo la internalizacion y expulsion de los antimicrobianos El eflujo activo de antibioticos
es mediado por proteinas trans membranales. En el caso de las bacterias Gram negativas
involucra también componentes en la membrana externa y citoplasma. Estas proteinas
forman canales que exportan activamente a un agente anti-microbiano fuera de la célula tan
rapido como entra. Este mecanismo confiere resistencia a tetraciclinas, quinolonas,
cloranfenicol, beta lactdmicos, asi como a los antisépticos y desinfectantes de tipo amonio

cuaternario utilizado para la limpieza de superficies (Pérez y Robles, 2013, p. 5).



Figura 22. Principales bacterias que presentan mayor resistencia a los antibidticos

Microorganismos

Antibioticos

Escherichia coli

Cefalosporinas. Quinolonas. Ampicilina. Acido Nalidixico, Trimetroprina-
Sulfametoxazol, Clindamicina, Ampicilina/Sulbactam.

Enterococcus sp

Vancomicina. Ampicilina. Ciprofloxacina. Cefalosporinas.
Aminoglucosidos.

Staphylococcus aureus

Penicilina, Oxacilina. Ampicilina. Trimetroprina-Sulfametoxazol.
Ciprofloxacina, Levofloxacina. Clindamicina. Gentamicina. Cefalexina,
Ampicilina/Sulbactam, Vancomicina, Macrolidos.

Staphylococcus epidermidis

Levofloxacino. Oxacilina. Linezolid. Clindamicina. Cefalexina.

Streptococcus pneumoniae

Betalactamicos. Cloranfenicol. Eritromicina, Tetraciclina, Trimetroprina-
Sulfametoxazol, Fluoroquinolonas. Penicilina, Aminoglucosidos.

Streptococcus pyogenes

Betalactamicos, Macrolidos. Aminoglucosidos. Sulfonamidas.

Streptococcus agalactiae

Vancomicina. Aminoglucosidos.

Acitenobacter sp.

Meropenem. Imipenem. fluroquinolonas, Aminoghuicosidos.
Trimetroprina-Sulfametoxazol. Tetraciclinas, Macrolidos, Gentamicina,
Amikacina. Clindamicina.

Pseudomonas aeruginosa

Quinolonas. Cefalosporinas tercera generacion. Carbapenémicos.
Macrolidos, Aminoghicosidos, Tetraciclinas, Penicilina.

Klebsiella neumoniae

Cefalosporinas. Carbapenémicos, Ampicilina, Gentamicina, Amikacina.

Neisseria gonorrhoeae

Fluoroquinolonas, Cefalosporinas. Macrolidos. Carbapenémicos.

Micobacterium tuberculosis

Carbapenémicos, Linezolid. Estreptomicina. Cefalosporinas. Penicilinas.

Clostridium perfringes

Clindamicina. Cloranfenicol. Penicilina.

Moraxella catarrhalis y
Haemophilus influenzae.

Betalactamicos. Macrolidos.

Shigelia sp.

Ampicilina. Cloranfenicol.

Proteus sp y Salmonella sp.

Ciprofloxacina.

Fuente: Calderon y Aguilar, 2016, p. 6.

Segun la autora Lizarbe (2009) menciona:

104

“La bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus se encuentra en la piel de los

individuos sanos, pero hay cepas que son fuente de infecciones nosocomiales que han

adquirido resistencia frente a la penicilina y frente a penicilinas resistentes a -lactamasas

(como la oxacilina, cloxacilina y dicloxacilina o a la meticilina, una penicilina de cuarta

generacion). La propagacion de las bacterias resistentes, que pone en peligro el tratamiento

de enfermedades bacterianas, es un problema socio-sanitario del que se han hecho eco los
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politicos y los medios de comunicacién. Con campafias se informa al publico y se dan

recomendaciones para el uso racional de los antibidticos” (p. 29).

Los plasmidos con genes de resistencia a antibidticos pueden codificar proteinas
transportadoras (bombas) que expulsan el antibidtico al exterior limitando la concentracion
interior del antibidtico. También se pueden sintetizar enzimas que degradan o que
modifican al antibiotico, o que lo inactivan por cambios en su estructura quimica mediante
hidrolisis del nucleo activo, acetilacion, fosforilacion En el proceso de conjugacion, las
bacterias sensibles a antibidticos pueden recibir un plasmido que les proporcione resistencia
frente a los antibidticos. Este plasmido puede contener diferentes genes que codifiquen la
resistencia para mas de un antibiotico. Esta resistencia puede transmitirse a las siguientes
generaciones ya que los plasmidos se heredan. Por ejemplo, el plasmido RP1 codifica la
resistencia a ampicilina, tetraciclina y kanamicina en Pseudomonas y en
Enterobacteriaceae (Lizarbe (2009), p. 29).

Infecciones nosocomiales

Segun el autor Ciro Maguifia (2016) menciona:

“Las infecciones nosocomiales ocurren mas frecuentemente en las de heridas
quirdrgicas, las vias urinarias y las vias respiratorias inferiores. En un estudio publicado por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se da a conocer que la maxima prevalencia de
infecciones nosocomiales ocurre en las unidades de cuidados intensivos (UCI) y en
pabellones quirdrgicos y ortopédicos de atencidon de enfermedades agudas. Las tasas de
prevalencia de infeccion son mayores en pacientes vulnerables por causa de edad avanzada,

enfermedad subyacente o quimioterapia” (p. 175).

De igual manera se sabe que las infecciones nosocomiales agravan la discapacidad
funcional y la parte emocional del paciente y, en algunos casos, pueden ocasionar
trastornos incapacitantes que reducen la calidad de la vida, estas infecciones son una de las
principales causas de muerte del paciente, los costos econdémicos por el tratamiento son
enormes, hay estudios que sefialan que la estadia prolongada de los pacientes infectados es
el mayor factor contribuyente al costo hospitalario. La resistencia bacteriana viene con

aumento en todo el mundo y hace algunas décadas la gran mayoria de los anti-microbianos
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funcionaban bien para las infecciones comunitarias y nosocomiales, pero esto ha cambiado

en los ultimos afios (Maguifia, 2016, p. 176).

Entre las bacterias implicadas en este fendbmeno creciente tenemos bacterias Gram
positivas como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp coagulasa negativa,
Enterococcus sp y Gram negativas como: enterobacterias y bacterias no fermentadoras
tales: Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia Cepacia y
Pseudomonas aeruginosa la cual es naturalmente resistente a muchos anti-microbianos
clinicos debido a su elevada capacidad de adquirir nuevos mecanismos de resistencia, a la
baja permeabilidad de su membrana externa y a la expresion natural de sistemas de eflujo

que expulsan antibidticos fuera de la célula (Maguifia, 2016, p. 176).

Segln los autores Larrafiaga y Fernandez (2012) en la guia de prevenciéon de

infecciones hospitalarias mencionan:

“Una infeccion intrahospitalaria es aquella que se presenta en un paciente
internado en un establecimiento de atencion de salud, en quien no se habia
manifestado ni estaba en periodo de incubacion al momento de la internacion,
comprende las infecciones contraidas en el hospital, pero manifestadas después de
alta y también las infecciones ocupacionales del personal del establecimiento. Estas
infecciones generan elevados costos al prolongar los dias de hospitalizacion,
aumenta el consumo de anti-microbianos y aumenta la mortalidad, para que exista
una infeccion se necesita de un reservorio con agentes infecciosos, un huésped
capaz de recibirlos y una via por la cual los agentes viajan del reservorio al
huésped” (pp. 3-4).

La transmision se da por cinco posibles vias; 1) por contacto: este puede ser directo
persona-persona o indirecto a través de objetos (agujas, instrumental, guantes). 2) por gotas
mayores de 5 micras, que NO se mantiene suspendidas en el aire son expendidas al hablar,
toser o estornudar. Se transmiten por el aire a una distancia no mayor de 1 metro y se
depositan en las conjuntivas, mucosa nasal o la boca del huésped. 3) transmision aérea: a
través de microgotas menores de 5 micras, particulas que quedan suspendidas en el aire y

pueden ser inhaladas a distancia por el receptor 4. Transmisidn por objetos comunes: agua,
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medicamentos o soluciones contaminadas, equipo de terapia respiratoria 5. Transmision por

vectores vivos: insectos, roedores (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 5).

Segln la Organizacion Mundial de Salud [OMS] (2017) en su guia para la
prevencion y control de infecciones asociadas a la atencion: recomendaciones basicas
comenta que para que ocurra para que ocurra una infeccién o colonizacién, tiene que darse
una secuencia de elementos que se unen para transmitir un micro-organismo infeccioso a
un huésped susceptible. Las cuales permite que un agente infeccioso deje el lugar en el cual
habitualmente vive y se reproduce (reservorio) a través de una puerta de salida; luego,
mediante un mecanismo de transmision, debe encontrar la puerta de entrada en un sujeto
susceptible de adquirir la infeccion (hospedero/ huésped susceptible). Posteriormente, se

requerira que el hospedero o huésped susceptible desarrolle la enfermedad (p. 19).

Figura 23. Cadena de transmision

Microorganismo
infeccioso

+Pacientas
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Fuente: OMS, 2017, p. 20

Las infecciones mas frecuentes en pacientes con trasplante de dérgano son las
bacterianas, fundamentalmente durante el primer mes postrasplante, la mayoria adquiridas
en el &mbito hospitalario, suelen ser infecciones por micro-organismos multi-resistentes,
destacando principalmente entero-bacterias Gram negativas, bacilos Gram negativos no
fermentadores, enterococcus y estafilococos. Los pacientes mas susceptibles a padecer
infeccion nosocomial por bacterias son los colonizados previamente, durante la lista de
espera, con bacterias multiresistentes: Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(SARM), enterococcus resistentes a la vancomicina, bacterias Gram negativas
multiresistentes, Clostridium difficile, especies de Candida resistentes al fluconazol y
Aspergillus (Moreno y Ruiz, 2014, p. 2).

Uno de los focos frecuente de infeccidn es el relacionado con la herida quirdrgica.
La tasa de incidencia de esta infeccion en pacientes con trasplante de higado es mas alta
que la registrada en otros trasplantes de érgano. Las complicaciones incluyen abscesos y
peritonitis. En un reciente estudio espariol la infeccion quirdrgica se produjo en casi el 9%
de los receptores de trasplante hepético, con una mortalidad asociada del 10%. El agente
etioldgico mas frecuente fue Enterococcus spp, seguido de Escherichia coli y S. aureus.
Los factores de riesgo asociados a esta complicacion fueron coledocoyeyunostomia o
hepatoyeyu-nostomia, retrasplante y requerimiento de politransfusion. En los pacientes con
trasplante renal la incidencia de infeccidn quirdrgicas es de aproximadamente el 4%, y los
microorganismos responsables son principalmente E. coli (32%), Pseudomonas aeruginosa
(13%), Enterococcus faecalis (12%), Enterobacter spp. (10%) y estafilococos coagulasa
negativos (8%) (Moreno y Ruiz, 2014, p. 3).

En un estudio elaborado por los autores Siccha, Bazan, Guzmaéan, Rodriguez,
Munariz, Egoavil (2008) titulado como: Infeccion urinaria intrahospitalaria en los servicios
de hospitalizacion de Medicina de un hospital general en Per( tiene como objetivo
determinar la frecuencia de ITU-IH en los servicios de hospitalizacion de medicina, asi
como las caracteristicas demograficas, factores asociados, gérmenes mas frecuentemente
aislados y la resistencia antibidtica de los mismos. La frecuencia de las ITU-IH fue de 12%,

ademas la bacteria mas frecuente fue Escherichia coli seguido de Klebsiella pneumoniae,
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las cepas de E. coli aisladas fueron resistentes a ciprofloxacina, ceftriaxona, amikacina y

gentamicina (pp. 2, 5).

En otro estudio elaborado en un hospital de honduras (2008) se analizé un brote de
infeccion nosocomial por Escherichia coli en recién nacidos en Gracias, Lempira por los

autores Guillen, Hernandez, Garcia y Monge mencionan:

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, anualmente fallecen cinco
millones de recién nacidos (RN) en el mundo, 32% debido a infecciones. En marzo 2008 se
notificd un incremento inusual de infecciones en RN de la Unidad de Neonatologia del
Hospital Dr. Juan Manuel Galvez, con factores causales desconocidos. Se hizo una
investigacion para identificar estos factores. La sepsis neonatal es aquella situacion
derivada de la invasion y proliferacion de bacterias, hongos o virus en el torrente sanguineo
del RN y se manifiesta dentro de los 28 dias de vida, Los microorganismos patdgenos
inicialmente contaminan la piel y/o mucosas del RN llegando al torrente circulatorio tras
atravesar esta barrera cutaneo-mucosa, siendo la inmadurez de las defensas del neonato,
sobre todo si es un RN de bajo peso, el principal factor de riesgo que predispone al

desarrollo de la infeccién (p. 1).

Las bacterias invaden la sangre, siendo en los neonatos las mas frecuentes
Klebsiella, E. coli, Pseudomonas, Salmonella y Proteus y de las bacterias Gram positivos el
mas frecuente es el Estafilococo aureus, segin estimaciones de la OMS, de total de los
recién nacidos vivos en los paises en vias de desarrollo, aproximadamente, el 20%
evoluciona con una infeccion y 1% fallecen debido a la sepsis neonatal. Se realizaron tomas
de muestras con el proposito de buscar la procedencia de la bacteria E. coli se tomaron un
total de 11 muestras de diferentes sitios del ambiente de la unidad de neonatologia y
ademas muestras de las manos del personal de salud y madres, resultando dos de las 11
muestras positivas por E. coli para un 18%, especificamente en la solucién de lavado de

manos de las madres y en el bacinete de uso transitorio después del parto (p. 3).
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Antisepsia

Segun Diomedi et al., (2017) proporciona las siguientes definiciones:

«Limpieza: es la eliminacion por accion mecanica, con o sin uso de detergentes, de
la materia organica y suciedad de superficies, objetos o ambiente. El agente basico para este

proceso es el detergente.

* Desinfeccion: es la destruccion de microorganismos en objetos inanimados, que
asegura la eliminacion de las formas vegetativa pero no la eliminacion de esporas

bacterianas.

» Desinfectante: agente quimico utilizado en el proceso de desinfeccion de objetos,

superficies y ambiente.

Antiséptico: agente quimico utilizado en el control de microorganismos de la piel u

otro tejido vivo, sin afectar sensiblemente a estos mismos.

* Esterilizacion: es la eliminacion completa de toda forma de vida microbiana que

puede obtenerse a través del uso de métodos quimicos o fisicos.

* Microbiota residente: son los micro-organismos presentes permanentemente en la
piel cavidades y 6rganos huecos de la mayoria de las personas, los cuales, en general, no

pueden ser erradicados en forma definitiva.

* Microbiota transitoria: corresponde a micro-0rganismos presente en algunas
personas, que no se mantienen necesariamente en el tiempo, habitualmente bacterias

patdgenas u oportunistas del ambiente intra-hospitalario.
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La autora Martinez (2013), define antiséptico:

“Son agentes quimicos que inhiben el crecimiento de los micro-organismos
en tejidos vivos de forma no selectiva, sin causar efectos lesivos importantes y que
se usan fundamentalmente para disminuir el riesgo de infeccion en la piel intacta,
mucosas Yy en heridas abiertas disminuyendo la colonizacién de la zona. La
aplicacion de antisépticos incluye dos situaciones esenciales: heridas abiertas y
procedimientos invasivos como canalizacion venosa, intervencion quirdrgica o
puncion diagnostica. La prevencion y el manejo de la infeccion en heridas es un
elemento fundamental en su tratamiento. El uso de antisépticos para este fin no es
discutible” (p. 4).

La utilizacion adecuada de antisépticos y desinfectantes proporciona grandes
beneficios, pero es necesario tener en cuenta que: No hay ningin desinfectante
universalmente eficaz y que pueda considerarse ideal, todos tienen algin inconveniente y
desventaja o ventaja sobre otros, algunos agentes quimicos son buenos como antisépticos,
pero no por ello son efectivos como desinfectantes, mientras que otros desinfectantes
usados como antisépticos son toxicos. No todos los elementos o instrumentos que entran en
contacto con el paciente deben ser esterilizados ni requieren la misma preparacion. El uso
de antisépticos se limita a su aplicacién sobre la piel para eliminar o disminuir la flora
residente y transitoria de la misma. La seleccion y utilizacién inadecuada de estos
productos quimicos puede producir alteraciones fisicas, con un alto costo de reparacion de

los equipos, asi como riesgo para el paciente (Martinez, 2013, p. 5).
Segun Bilbao (2009) menciona:

“El antiséptico es una sustancia que inhibe el crecimiento o destruye
microorganismos sobre tejido vivo. El desinfectante es un compuesto que ejerce la
misma accién (inhibir el crecimiento o destruir microorganismos) sobre superficies
u objetos inanimados. Por consiguiente, la misma sustancia puede ser utilizada
como antiséptico o desinfectante, ya que el mecanismo germicida no varia segun la

superficie de aplicacion. Un desinfectante es, ademas, un antiséptico si no es
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irritante en el tejido a aplicar, no es inactivado por la materia organica y no produce

toxicidad por absorcion sistémica” (p. 1).

Los criterios para la eleccion de un desinfectante ideal deben aproximarse a las
siguientes propiedades esto segun la autora Martinez (2013) en la guia de antisépticos y

desinfectantes:

* Ser facil de usar (facilita el cumplimiento de los protocolos alcanzando mayor

eficacia).

« Que no se necesite proteccion especial (ej: guantes de semivacio).
* Nula toxicidad (no volatil).

* Capacidad de limpieza.

* Olor agradable.

* Que no oxide ni altere el material.

* Que desincruste y no atasque los canales de trabajo.

* Que ofrezca mas seguridad.

* Que sea respetuoso con el medio ambiente y con el medio laboral.

Clasificacion de los antisépticos de acuerdo a su composicion quimica
Segun los autores Lopez et al., (2014), menciona:

“Hay distintas clasificaciones; la que se presenta a continuacion es una de las
que se realiza en funcién de la composicion bioquimica de estos, que los divide en:
compuestos alcohdlicos (alcohol), biguanidas (clorhexidina), compuestos
halogenados (yodo), oxidantes (peroxido de hidrogeno), iones metalicos (plata,
cobre), compuestos de amonio cuaternario y otros menos habituales (anilinas,
bifenoles).Compuestos alcohdlicos son compuestos organicos del agua con
actividad anti-microbiana de amplio espectro: bacterias Gram negativas, Gram
positivas, mico-bacterias, hongos y virus (hepatitis B y virus del VIH), pero no son
activos frente a esporas. Ademas, constituyen un buen solvente de otros productos
antisépticos y desinfectantes potenciando su actividad” (p. 2).
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El mecanismo de accion consiste en destruir la membrana celular y desnaturalizar
las proteinas ademas se trata de compuestos muy volatiles y normalmente inflamables. Son
antisepticos de accion rapida, que secan e irritan, por lo que su uso en heridas abiertas no
esta recomendado, incluso pueden favorecer la formacion de coagulos que promuevan la
colonizacion de la herida. El uso adecuado consistiria en mantener una zona humeda con
estos compuestos mediante el empleo de algodones empapados un corto periodo, ya que la

friccion simple disminuye su actividad (Lopez et al., 2014, p. 3).

Biguanidas, si bien hay diversas sales de clorhexidina, la méas usada en la practica
clinica es el gluconato de clorhexidina, por sus caracteristicas de solubilidad, que permiten
la combinacién con alcohol, incrementando su actividad. Es estable a temperatura ambiente
y necesita ser protegido de la luz, en presencia de pH alcalino y jabones/detergentes
aniconicos se disminuida su actividad, se recomienda no mezclar con otros antisépticos no
alcohdlicos ya que podria precipitar. Su mecanismo de accion consiste en actuar sobre la
membrana citoplasmatica con un efecto maximo en 20 s y un posterior efecto residual,

previniendo el crecimiento microbiano durante unas 29 horas (Lopez et al. 2014, p. 6).

Es bactericida sobre bacterias Gram positivas, Gram negativas, algunas cepas de
Proteus spp. y Pseudomonas spp., levaduras y mohos. Respecto a su accion antiviral
incluye VIH, herpes simple, citomegalovirus e influenza. No actGa sobre micobacterias y
esporas. La clorhexidina se usa a diferentes concentraciones: solucion acuosa al 4% con
base detergente para el lavado corporal del paciente y lavado de manos pre-quirdrgico,
solucion acuosa al 1% sobre heridas, solucién alcohdlica al 0,5-2% (alcohol etilico o
isopropilico al 70%) para desinfeccion de la piel en procedimientos preoperatorios. Su
absorcion en la piel y mucosas es minima, incluso en quemados y neonatos (Lépez et al.,
2014, p. 6).

Compuestos halogenados son un grupo de compuestos no metalicos que forman
sales haloideas, pertenecen al VII grupo del sistema periddico y se caracterizan por su
fuerte electronegatividad. Dentro de este grupo, el cloro fue de los primeros antisépticos
usados en la historia, tanto en medicina como en veterinaria, no esta autorizado para su uso

como antiséptico, ya que presenta un alto nimero de inconvenientes frente a los
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compuestos yodado. Compuestos yodados son agentes oxidantes que precipitan las
proteinas bacterianas y los acidos nucleicos, alteran las membranas celulares al unirse a los
enlaces C=C de los acidos grasos a temperatura ambiente y actian disminuyendo los
requerimientos de oxigeno de los micro-organismos aerobios interfiriendo la cadena
respiratoria por bloqueo del transporte de electrones a través de reacciones electroliticas

con enzimas (Lopez et al. 2014, p. 6).

El yodo es un potente germicida que actda frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativos, micobacterias, esporas, hongos, virus, quistes y protozoos, la actividad
antiséptica de cada preparacion depende del yodo en forma libre. Pierde actividad en
presencia de materia organica (sangre, pus). Tintura de yodo, mitigada, o alcohol yodado es
una mezcla que contiene un 2% de yodo metaloide méas un 2,5% de yoduro potasico en
alcohol al 50%. Es uno de los antisépticos mas habituales, aunque su uso puede dar lugar a
coloracion de la piel, irritacion o reacciones de hipersensibilidad cuando se deja por muchas

horas sin retirar (Lopez et al., 2014, p. 6).

Yoddforos: Son la combinacion de yodo con agentes tensioactivos, formando asi un
complejo que libera lentamente yodo organico; de esta forma se consigue que sea menos
irritante para la piel, el yodo liberado actia por medio de reacciones de oxidacién-
reduccion alterando moléculas vitales para la supervivencia de los micro-organismos. El
mas conocido de este grupo es la povidona yodada (contiene entre el 9 y el 12% de yodo
disponible), se ha observado que las soluciones menos concentradas poseen mas actividad
anti-microbiana, ya que la disolucion aumenta la liberacion del yodo. Su espectro de accion
es amplio, aunque su accién es mas lenta y menos eficaz que la tintura de yodo (Lopez et
al., 2014, p. 7).

Oxidantes: Su mecanismo de accion consiste en la inactivacion de proteinas
enzimaticas actuando sobre los grupos —SH de las proteinas de estructura y funcién de las
bacterias. Los principales compuestos oxidantes utilizados como antisépticos son el
peréxido de hidrégeno y el permanganato potasico. Perdxido de hidrogeno (agua
oxigenada) Agente quimico liquido e incoloro, que se utiliza en formulaciones del 5 al
20%; las soluciones estabilizadas al 6% (20 volimenes) son las més utilizadas como

antiseptico. Es un agente oxidante de accion muy breve, ya que rapidamente es degradado
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por las catalasas de los tejidos, resulta util como agente quimico desbridante (Lépez et al.,
2014, p. 7).

Permanganato potasico: Se inactiva con mas facilidad que el anterior y posee una
accion muy lenta, de aproximadamente 1 h. Se utiliza al 0,1% en lavado de ulceras y
heridas, aunque estd practicamente en desuso por su rapida inactivaciéon. Los iones
metalicos como el mercurio, plata, cobre y zinc se han utilizado por muchos afios como
antisépticos, su mecanismo de accién consiste en precipitar proteinas e inhibir los grupos
sulfidrilos de las células de tejidos y bacterias el efecto es menor en presencia de suero y
materia organica. Interaccionan con preparaciones que contienen yodo y azufre,

inactivandose (Lopez et al., 2014, p. 7).

Compuestos de amonio cuaternario: Son principios activos que contienen como
estructura basica el ion amonio NH4, donde cada uno de los hidrogenos esta sustituido por
radicales de tipos alquil y aril. El cloruro de benzalconio fue el primer compuesto de este
tipo introducido al mercado. Se inactiva en presencia de pus, disolventes aniénicos y jabon.
El alcohol potencia su accién, por lo que las tinturas son més eficaces que las soluciones
acuosas. Aldehidos como formaldehido y glutaraldehido con compuesto intermedio entre
alcoholes y é&cidos. Tienen una alta toxicidad, por ellos se usan Unicamente como

desinfectantes de alto nivel o para esterilizacion de instrumentos (Lopez et al., 2014, p. 7).

Fenoles como el triclosan cresol, hexaclorofeno, poli-cresolsufonato ya no se usan
en la asepsia de la piel por ser muy irritantes y presentar problemas de olor y toxicidad. Se
emplean en la desinfeccién de material y de superficies. Los colorantes como violeta de

genciana solo tienen actividad como antifngico (L6pez et al. 2014, p. 7).

Clorhexidina
Historia

La clorhexidina se desarrolla en la década de los 40 por Imperial Chemical
Industries en Inglaterra por cientificos en un estudio contra la malaria, aunque nunca fue
utilizada con este fin. En ese momento los investigadores fueron capaces de desarrollar un
grupo de compuestos denominados poli-biguanidas que demostraron tener un amplio
espectro antibacteriano y salié al mercado en 1954 como antiséptico para las heridas de la
piel (Torres, Diaz & Acosta, 2009, p. 2).
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Usos

Segun los autores Sanchez, Saenz (2005) menciona:

La clorhexidina se usa a diferentes concentraciones. En antisepsia de la piel se
emplea en solucién acuosa al 4% con base detergente para el lavado corporal pre-
quirdrgico del paciente y lavado de las manos pre-quirdrgico, en solucién acuosa al 5%
para antisepsia del campo quirurgico, sobre heridas a la concentracién de 0,1% o 0,5% en
solucion acuosa. Ademas, se puede emplear en ginecologia y quemaduras, uno de sus

principales usos es la higiene bucal.

La clorhexidina esta indicada como desinfectante

Solamente para uso externo u oral.

Desinfeccion preoperatoria de las manos del personal.
Desinfeccion preoperatoria de la piel del paciente.
Lavado de las manos en areas criticas.

Lavado de heridas y quemaduras.

Barfio o duchas del paciente en el preoperatorio (pacientes inmuno-comprometidos).

AN N N N N

Limpieza de la piel previa a procedimientos especiales (establecimiento de vias

centrales, venopuncién, biopsia, entre otras).

La clorhexidina tiene los siguientes beneficios:

Accidn bactericida rapida.

Actividad residual duradera, entre 6 y 8 horas.
Reduccion rapida del nimero de bacterias de la piel.
Efecto antiséptico prolongado.

Amplio espectro de actividad.

Activa en presencia de materia organica.

N NN N N R

Ayuda a prevenir la contaminacién cruzada
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Se absorbe poco por la piel, incluso en quemados y neonatos, y no hay evidencia de que
esta minima absorcion, si se produce pueda ser toxica. La toxicidad reducida se debe a que
se absorbe con mucha dificultad a través de la piel. La clorhexidina no debe aplicarse sobre
el SNC, meninges o en el oido medio por su neurotoxicidad y ototoxicidad que puede llegar
a producir sordera. En el ojo puede provocar dafios serios y permanentes si se permite que
entre y permanezca en el ojo durante el procedimiento quirdrgico. No se debe usar en
vendajes oclusivos. En pacientes con exposicion de meninges tanto a nivel central como en
la columna vertebral, debe valorase las ventajas del empleo en la preparacion preoperatorio
(S&nchez y Séenz, 2005, p. 84).

Figura 24. Distintas formulaciones de clorhexidina y sus respectivas indicaciones

Presentaciones comerciales  Indicaciones de uso

Solucion jabonosa 2% o 4% * Lavado de manos quirlrgico
* Preparacion de piel previo a procedimientos invasivos:
insercion catéteres vasculares, cirugia
* Bario en pacientes hospitalizados usuarios de catéter veno-
so central

Clorhexidina en base alcohdlica Preparacion de piel previo a procedimientos invasivos:
al 0,5% 0 2% puncion venosa, instalacion de catéteres vasculares, cirugias
a2 excepcion de neuroquir(rgicas y oftalmoldgicas

Clorhexidina 1% y alcohol 61% ¢ Lavado de manos quiriirgico

Clorhexidina tinturada en base Preparacion de la piel previo a cirugias a excepcion de
acuosa 2% neuroquirdrgicas y oftalmoldgicas

Clorhexidina en base acuosa 2% ¢ Preparacion de la piel previo a Cirugias a excepcion de
neuroquirdrgicas y oftalmologicas

s

Solucién oral 0,12% o gel 0,2%

Colutorios bucales

Cirugia odontolégica

* Aseos en cavidad bucal en pacientes sometidos a venti-
lacién mecanica

Aposito con gel o esponja con * Cobertura de catéteres venosos
clorhexidina 2% » Cobertura del sitio de insercion fijadores externos

Fuente: Diomedi et al., 2017, p. 163



118

Mecanismo de accion de la molécula de clorhexidina

La actividad antimicrobiana es atribuida a su unién y disrupcion de la membrana
citoplasmica esto lo logra actuando contra la pared celular de los microorganismos
causando alteraciones en el equilibrio osmético, alterando la integridad de la pared celular y
facilitando la liberacion de los componentes intracelulares. A bajas concentraciones es
bacteriostatico, las sustancias de bajo peso molecular, (K y P) pasan a través de la
membrana celular y altas concentraciones es bactericida, produce precipitacion del

citoplasma (Torres, Diaz & Acosta, 2009, pp. 2-3).

Segun los autores Sanchez, Séenz (2005), mencionan:

“El sitio de accion primario de la clorhexidina es la membrana cito-
plasmatica, dando como resultado la modificacion en la permeabilidad, debido a la
interaccion electrostatica con los fosfolipidos &cidos. Se ha demostrado que la
absorcion por difusion pasiva a través de las membranas es extraordinariamente
rpida tanto en las bacterias como en las levaduras, consiguiéndose un efecto
méaximo en 20 segundos. A bajas concentraciones produce una alteracion de la
permeabilidad osmotica de la membrana y una inhibicion de las enzimas del espacio
peri-plasmatico. A concentraciones altas origina la precipitacion de las proteinas y

acidos nucleicos” (p. 90).

Este compuesto es una base fuerte dicationica a PH superior a 3.5 con dos cargas
positivas en cada extremo del puente hexametileno. Es esta naturaleza dicationica la que lo
hace extremadamente interactiva con los aniones, lo que es relevante para su eficacia,
seguridad, efectos secundarios colaterales y su dificultad para formularla en productos,
Aunque es una base, la clorhexidina se mantiene mas estable en su forma de sal y la
preparacion mas comun es la sal de digluconato por su alta solubilidad en agua (Maya,
Jamil, Pacheco, Liliana & Virginia, 2011, pp. 99-100).

La clorhexidina es una molécula bicationica simétrica, es un dimero proguanil por

lo que decimos que es una biguanida, la cual esta conectada por una cadena central
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hexametileno. En cada extremo se enlaza un radical paraclorofenil (2 anillos 4 clorofenil),

resultando su nombre completo: paraclorofenilbiguanida (Maya et al., 2011, pp. 99-100).

Figura 25. Estructura Molecular Clorhexidina
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Fuente: (Maya et al., 2011, p. 100).

Efectos adversos y contra-indicaciones

Los autores Diomedi et al. (2017) menciona los siguientes efectos adversos y
contra-indicaciones de la clorhexidina

“A concentraciones altas se han descrito graves problemas sobre la cornea y en
concentraciones superiores a 2%, clorhexidina es toxica, tanto para la cornea como para la
conjuntiva ocular. Instilada en el oido medio puede producir sordera a causa de su
reconocido potencial de ototoxicidad. En relacién al uso odontoldgico, los enjuagues de
clorhexidina tienen riesgo de producir tincion de los dientes debido a que pueden precipitar
0 unirse a los cromdgenos aniodnicos de la dieta. También ocasionan alteraciones del gusto,
de forma temporal, cuando se administran en forma continuada. En raros casos, se ha
descrito descamacion de la mucosa bucal y tumefaccion de la glandula parétida” (pp. 163-
164).
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Este antiséptico debiera contraindicarse en pacientes con alergia o hiper-sensibilidad
a clorhexidina, cirugia oftalmoldgica o neuro-quirtrgica y no debiera utilizarse en la
preparacion preoperatoria de la piel de la cara y la cabeza. Debe evitarse el contacto con las
meninges, y se debe esperar a que se seque previo a una puncién raquidea o espinal para
evitar el ingreso de solucion durante el procedimiento, lo que aumentaria el riesgo de
aracnoiditis. En casos de pacientes con perforacion del timpano, no se recomienda su uso
local ya que se han descrito sordera al instilar clorhexidina en el oido medio (Diomedi et
al., 2017, p. 164).

Factores que afectan la potencia de los antisépticos y desinfectantes

Concentracién del agente y tiempo de actuacion: existe una estrecha correlacion
entre la concentracion del agente y el tiempo necesario para matar una determinada
fraccion de la poblacion bacteriana. si se modifica la concentracion se provocan cambios en
el tiempo para lograr un mismo efecto. Un ejemplo es con los fenoles: un pequefio cambio
en la concentracién provoca cambios muy acentuados en el tiempo para lograr un mismo
efecto, asi, si reducimos la concentracion de fenol desde un valor dado a la mitad,
necesitamos emplear 64 veces mas tiempo para conseguir matar una misma proporcion de
bacterias. Refiriéndonos al tiempo, no todas las bacterias mueren simultdneamente, ni

siquiera cuando se aplica un exceso del agente (Sanchez y Séenz, 2005, p. 84).

El pH afecta tanto la carga superficial neta de la bacteria como el grado de
ionizacion del agente. En general, las formas ionizadas de los agentes disociables pasan
mejor a través de las membranas bioldgicas y por lo tanto son méas efectivos. Los agentes
anionicos suelen ser mas efectivos a pH acidos los agentes cationicos muestran mas
eficacia a pH alcalinos. La temperatura normalmente, al aumentar la temperatura aumenta
la potencia de los desinfectantes. Para muchos agentes el aumento en 10° C supone duplicar
la tasa de muerte (Sanchez y Saenz, 2005, p. 84).



121

La naturaleza del micro-organismo y otros factores asociados a la poblacion
microbiana: segun la especie, fase de cultivo, presencia de capsula o de esporas y numero
de microorganismos se afecta la potencia. El bacilo tuberculoso suele resistir a los
hipocloritos mejor que otras bacterias, la presencia de capsula o esporas suelen conferir mas
resistencia. También la presencia de materiales extrafios ya que la presencia de materia
organica como sangre, suero o pus afecta negativamente la potencia de los antisépticos y
desinfectantes de tipo oxidantes, como los hipocloritos y de tipo desnaturalizante de
proteinas, hasta el punto de hacerlos inactivos en cuanto a su poder desinfectante y/o
esterilizante (Sanchez, Sdenz 2005, p. 84).

Figura 26. Factores que influyen la accidn de la clorhexidina
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Fuente: Diomedi et al., 2017, p. 162
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Quimica Medicinal

El autor Gareth (2007) en su obra literaria Medicinal Chemistry An Introduction
menciona:

“El objetivo principal de la quimica medicinal es el disefio y descubrimiento
de nuevos compuestos que sean adecuados para su uso como drogas, este proceso
involucra a un equipo de trabajadores de una amplia gama de disciplinas como:
quimica, biologia, bioquimica, farmacologia, matematicas, medicina e informatica,
entre otros. El descubrimiento o disefio de un nuevo medicamento no solo requiere
un proceso de descubrimiento o disefio, sino también la sintesis de la droga, un
método de administracion, el desarrollo de pruebas y procedimientos para establecer

como funciona en el cuerpo y evaluaciones de seguridad” (p. 28).

Las drogas se definen estrictamente como sustancias quimicas que se utilizan para
prevenir o curar enfermedades en humanos, animales y plantas. La actividad de una droga
es su efecto farmacéutico sobre el sujeto, por ejemplo, analgésico, o B-bloqueador, mientras
que su potencia es la naturaleza cuantitativa de ese efecto. Desafortunadamente, el termino
droga es utilizado por los medios y el publico en general para describir las sustancias
tomadas por sus efectos psicéticos en lugar de medicinales. Sin embargo, esto no significa
que estas sustancias no puedan usarse como drogas. La heroina, por ejemplo, es un
analgésico muy eficaz y se utiliza en forma de diamorfina en casos de cancer terminal
(Gareth, 2007, p. 28).

Segun los autores Wermuth, Aldous, Raboisson, Rognar (2015) en el libro, The

Practice of Medicinal Chemistry define quimica medicinal como:

“La quimica medicinal se refiere al descubrimiento, el desarrollo, la
identificacion y la interpretacion del modo de accion de compuestos bioldgicamente
activos a nivel molecular. El énfasis es en las drogas, pero no esté restringido a
ellas, se incluyen compuestos bioactivos en general. La quimica medicinal también
abarca el estudio, identificacion y sintesis de productos metabdlicos de los farmacos
y compuestos relacionados. Los objetivos de la quimica medicinal van desde:
Descubrir, desarrollar y mejorar farmacos que curen o alivien enfermedades y

entender las causas y procesos quimicos que las acompafian” (pp. 27-28).
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Las reglas generales son; evitar grupos funcionales muy reactivos, por ejemplo,
aldehido debido a la inestabilidad oxidativa y la naturaleza hapteno, compuestos de
carbonilo a, B-insaturados y 2-halopiridinas debido a su reactividad inespecifica como
electrofilos. Un ejemplo tipico de toxicidad, o efectos adversos incluso de desafios es el
Torcetrapib era un anti aterosclerético candidato a farmaco que prometia convertirse en un
éxito cuando en la dltima fase 111 de los ensayos clinicos, el riesgo de mortalidad aumento
lo que llevo a la compafiia a suspender su desarrollo. No estaba claro si los efectos fueron
causados por el mecanismo de accion (inhibicion de la proteina de transferencia de
colesteril éster), algin otro efecto o una interaccion con otra droga, este ejemplo nos
demuestra que nada es obvio y nada es seguro durante el descubrimiento y desarrollo de

nuevos medicamentos (Wermuth et al., 2015, p. 28).
Segun los autores Ou-yang, Lu, Kong, Liang, Luo y Jiang (2012) mencionan:

“En general, se reconoce que el proceso de descubrimiento y desarrollo de
nuevos medicamentos lleva mucho tiempo, es arriesgado y costoso. El ciclo tipico
de descubrimiento y desarrollo de medicamentos, desde el concepto hasta el
mercado, lleva aproximadamente 14 afios, y el costo oscila entre 0.8 y 1.0 mil
millones de ddlares. Aunque la inversion en el desarrollo de nuevos medicamentos
ha crecido significativamente en las Ultimas décadas, la produccion no es
positivamente proporcional a la inversion debido a la baja eficiencia y la alta tasa de

fracaso en el descubrimiento de medicamento” (p. 1132).

Pasos del desarrollo de nuevas drogas

Segun el autor Gareth (2007) en el libro, Medicinal Chemistry An Introduction
menciona:

“El enfoque moderno para el descubrimiento/disefio de drogas va a depender de los
objetivos del proyecto. Dichos objetivos van desde cambiar la farmaco-cinética de un
medicamento existente, el punto de partida suele ser que el farmaco y el equipo de disefio
tienen que decidir qué modificaciones estructurales deben investigarse para lograr las
modificaciones deseadas. Sucesivamente, si el objetivo es encontrar un nuevo medicamento

para una enfermedad especifica, el punto de partida puede ser el conocimiento de la
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bioguimica de la enfermedad y / o el micro-organismo responsable de esa enfermedad”
(p.1).

Por lo general, se consideran varios candidatos (leads), pero el gasto de producir
drogas dicta que el equipo tiene que elegir solo uno o dos de estos compuestos para actuar
como compuesto principal. La seleccion de este lead depende de la experiencia del equipo
de investigacion. Los leads se obtienen de una variedad de fuentes que van desde la
extraccién de compuestos de fuentes naturales, sintesis mediante quimica combinatoria,
busqueda en bases de datos y coleccion de compuestos para candidatos adecuados y fuentes
etno-farmacoldgicas. Una vez encontrado el lead, se sintetiza y se determina su actividad
por medio de los estudios QSAR (estructura relacion-actividad), los cuales se llevan a cabo
sintetizando y probando compuestos denominados analogos. Este analogo, si fuera
econdémicamente viable, se desarrollaria y, en ultima instancia, si cumplia con las

regulaciones de seguridad, se pondria en uso clinico (Gareth, 2007, pp. 8-9).

Figura 27. Pasos para la elaboracién de una nueva entidad médica
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Anéalogos moleculares

Segun el autor Alberca (2018) menciona la primera etapa es generalmente llamada.
Descubrimiento de farmacos (en inglés, Drug Discovery), y comprende desde la
Identificacion y Validacion del Blanco Molecular, hasta la identificacion de sustancias
quimicas que logren inhibir el blanco seleccionado. Las técnicas de Cribado Farmacolégico
de Alto Rendimiento (High Throughput Screening, HTS) permiten evaluar con rapidez
decenas a cientos de miles de compuestos frente a un blanco molecular; adicionalmente, se
pueden utilizar técnicas computacionales (in silico) para seleccionar de una manera mas
racional qué compuestos evaluar experimentalmente. Las moléculas que demuestren

actividad satisfactoria frente al blanco molecular son denominadas “hits” (p. 41).

Posteriormente, los hits son optimizados para mejorar su potencia y otras
propiedades significativas a traves de ciclos de evaluacion, para conducir a los
“Compuestos lideres” (lead compounds) que pueden ser subsecuentemente optimizados
(Optimizacion del lider). También se pueden utilizar las estrategias in silico para
determinar qué caracteristicas deberian tener los andlogos del hit o el lider, segtn el caso,
para mejorar su actividad. En esta Gltima etapa es habitual interrogar distintos modelos
animales (Ensayos preclinicos) para guiar la optimizacion molecular. Los estudios en
animales permiten evaluar potencia y toxicidad en sistemas complejos, y comenzar la

caracterizacion farmaco-cinética in vivo (Alberca, 2018, p. 43).

Finalmente, alcanzados ciertos estandares de desempefio, el mejor candidato es
sometido a pruebas clinicas para determinar la seguridad, los efectos adversos, las dosis
adecuadas, la eficacia y las propiedades farmaco-cinéticas y farmacoldgicas de la droga
candidata en humanos. El enfoque basado en el blanco molecular consiste en el cribado de
una biblioteca de compuestos contra un blanco molecular validado y la posterior
optimizacion de los compuestos para mejorar la potencia y la selectividad frente al blanco,

la actividad celular y las propiedades farmaco-cinéticas (Alberca, 2018, p. 43).
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Propiedades deseables a la hora de elaboracion de analogos
Segun el autor Gareth (2007) en el libro Medicinal Chemistry An Introduction
menciona las propiedades que hay que prestarle especial consideracion:

La biodisponibilidad de un medicamento se define como la fraccion de dosis de un
medicamento en circulacion sistémica. Lipinski et al., propuso un conjunto de cuatro reglas
que predice si una molécula puede llegar a ser biodisponible por via oral. Es improbable
que cualquier compuesto que no cumpla con dos 0 mas de las reglas sea biodisponible, es
decir, es poco probable que sea activo. Las reglas de Lipinski se basan en mdltiplos de

cinco y por eso a menudo se les conoce como la regla de los cinco (p. 9).

e Masa molecular inferior a 500
e Un valor calculado de log P menor que 5 (coeficiente de particion octanol/agua)
e Menos de diez grupos aceptores de enlaces de hidrogeno (-O- y —N-)

e Menos de cinco grupos donantes de enlaces de hidrogeno (NH y OH)

La naturaleza de las estructuras de los leads y los analogos determinara la capacidad
del mismo para unirse a los receptores. Esta unién es la formacion ya sea temporal o
permanente, de enlaces quimicos entre el andlogo o farmaco con su receptor. Por ejemplo,
la union de la mayoria de los medicamentos o andlogos toma la forma de un equilibrio, en
el que el medicamento o anadlogo forma enlaces electrostaticos débiles, como enlaces de
hidrogeno y fuerzas de van der Waals, con el receptor. Finalmente, el farmaco, o el
analogo, se elimina del receptor mediante procesos naturales y esto hace que se detengan
los procesos biologicos debido a la actividad del receptor. No obstante, algunos
medicamentos y analogos actdan formando enlaces fuertes por medio de enlaces covalentes

con el receptor (Gareth, 200, p.10).

Un medicamento solo serd efectivo si, después de la administracion, es lo
suficientemente estable como para alcanzar en su sitio de accién una concentracion
suficiente para lograr el efecto deseado, en otras palabras, este debera ser estable el tiempo
suficiente después de la administracion para que cantidades suficientes lleguen a su destino.
Tres estrategias se usan cominmente para mejorar la estabilidad in situ de un medicamento
(Gareth, 2007, pp. 10, 14).



127

El método principal para aumentar la estabilidad del farmaco en el sistema
bioldgico es preparar un analogo mas estable con la misma actividad farmacoldgica. Por
ejemplo, la pilocarpina, que se usa para controlar el glaucoma, pierde rapidamente su
actividad porque el anillo de lactona se abre facilmente en condiciones fisiologicas. En
consecuencia, la disminucion de la presion intraocular por pilocarpina dura
aproximadamente tres horas, lo que requiere la administracion de 3 a 6 dosis al dia. Sin
embargo, el reemplazo de C-2 de pilocarpina por un nitrogeno produce un carbamato
isostérico que tiene la misma potencia que la pilocarpina, pero es mas estable. Aungue este
analogo se descubrio en 1989, no ha sido aceptado para uso clinico (Gareth, 2007, pp.11-
12).

Figura 28. Andlogo de la pilocarpina
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Fuente: Gareth, 2007, p. 13

Los grupos que son estructuralmente rigidos son grupos insaturados de todos los
tipos y sistemas de anillos saturados entre estos se incluyen (ésteres, amidas, asi como
sistemas conjugados alifaticos, sistemas de anillos aromaticos y heteroaromaticos).
Ademas, el hecho de que la estructura sea rigida significa que se pueden reemplazar por
estructuras rigidas alternativas de un tamafio y forma similares para formar analogos que
pueden tener diferentes caracteristicas de unién y, como resultado, una actividad o potencia
diferente, pero el desarrollo de estas estructuras lleva a conformaciones restringidas o
rigidas que podrian dar lugar a uniones selectivas de medicamentos muy activos con

efectos secundarios no deseados (Gareth, 2007, pp. 38-39).
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Los datos bioldgicos obtenidos usando anadlogos de conformacion restringidos
pueden ser utiles para determinar la conformacion mas bioactiva del ligando. Si el analogo
exhibe el mismo o mayor grado de actividad que el compuesto principal, se puede concluir
que el anélogo tiene la conformacidn correcta para unirse a ese sitio. Sin embargo, si el
analogo no muestra actividad, el resultado podria deberse a un impedimento estérico entre
el grupo rigido y el objetivo o al andlogo que tiene una conformacion incorrecta. En este
caso, el modelado molecular puede ser de alguna ayuda para evaluar si una conformacion

encajaria en el sitio objetivo previsto (Gareth, 2007, pp. 40-41).

De igual manera se ha observado que un grado de flexibilidad en un medicamento
mejora la accién de ese medicamento. Esto es l6gico cuando uno recuerda que una droga
tiene que unirse a su objetivo para iniciar su accion. Por ende, un farmaco rigido
conformacionalmente puede no interactuar fuertemente con su sitio objetivo debido a un
mal ajuste a ese sitio. Una estructura mas flexible puede ajustarse para adaptarse mejor a su
sitio objetivo y un farmaco flexible puede llegar a su sitio objetivo con mayor facilidad que

un farmaco mas rigido (Gareth, 2007, p. 41).

Figura 29. Ejemplos de compuestos con estructuras rigidas, las cuales estan
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La solubilidad es un requisito para compuestos que son candidatos potenciales a
medicamentos, es que sean solubles en cierta medida en ambos lipidos y agua. Los
compuestos que se disuelven facilmente en solventes lipidicos se denominan lipdfilos o
hidrofdbicos, sus estructuras contienen grandes cantidades de elementos no polares (anillos
de benceno, éter y éster). En cambio, los compuestos que no se disuelven tan facil en este
medio, pero se disuelven en agua, se conocen como lipofobicos o hidro-filicos en su
estructura destacan grupos polares (&cidos, aminas y grupos hidroxifuncionales) (Gareth,
2007, p. 10).

El equilibrio entre los grupos polares y no polares en una molécula define su
carécter lipofilico: compuestos con un alto grado de lipofila, el compuesto tendra una buena
solubilidad en lipidos, pero una pobre solubilidad en agua; Por el contrario, los compuestos
con un bajo grado de caracter lipofilico tenderan a ser poco solubles en lipidos, pero tienen
una buena solubilidad en agua. Es deseable que los leads y los analogos tengan un
equilibrio entre su solubilidad en agua y su lipofila. Las drogas también requieren un cierto
grado de solubilidad en lipidos para pasar a traves de las membranas, sin embargo, si tiene
un grado demasiado alto de lipofila, puede quedar atrapado en una membrana y se vuelve
ineficaz (Gareth, 2007, p. 10).

De igual manera la solubilidad en agua del compuesto va a depender del nimero y
la naturaleza de los grupos polares en su estructura, asi como del tamafio y la naturaleza del
esqueleto de carbono-hidrégeno del compuesto. En general, cuanto mayor sea la proporcién
de grupos polares con respecto al numero total de atomos de carbono en la estructura, mas
soluble en agua es el compuesto. Los grupos polares que se ionizan en agua generalmente
dardn como resultado una mayor solubilidad en agua que los que no se ionizan. Sin
embargo, los compuestos aromaticos tienden a ser menos solubles en agua que los no

aromaticos correspondientes (Gareth, 2007, p. 49).

La solubilidad en lipidos de un compuesto depende de la naturaleza y el nimero de
grupos no polares en su estructura. Comdnmente, cuanto mayor es el nimero de grupos no
polares en la estructura de un compuesto, mayor es la solubilidad de los lipidos del
compuesto. En consecuencia, la solubilidad en lipidos de los analogos puede mejorarse

reemplazando los grupos polares por significativamente grupos menos polares o grupos no
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polares. La solubilidad en agua de un lead se puede mejorar mediante tres métodos
generales: formacion de sal; incorporando grupos solubilizadores de agua en su estructura,
especialmente aquellos que pueden unirse por hidrogeno con agua; y el uso de formas de

dosificacion especiales (Gareth, 2007, p. 49).

En la formacion de sal, la actividad del farmaco normalmente no cambia, aunque su
potencia puede ser diferente. Sin embargo, cuando se incorporan Nnuevos grupos
estructurales en la estructura de un medicamento, la actividad del medicamento podria
cambiar. En consecuencia, sera necesario llevar a cabo un programa completo de ensayos
en el nuevo analogo. Ambas modificaciones pueden ser un proceso costoso Si tienen que
llevarse a cabo en una etapa tardia en el desarrollo de farmacos. El uso de formas de
dosificacion especializadas (cosolventes, soluciones coloidales y emulsiones) generalmente
no necesita adiciones extensas al programa de ensayos, pero estos métodos de formulacion

solo son adecuados para usar con algunos medicamentos (Gareth, 2007, p. 49).

La estabilidad in situ de un farmaco también puede mejorarse formando un
complejo con un reactivo adecuado. Por ejemplo, la formacion de complejos con
hidroxipropil-b-ciclodextrina se usa para mejorar tanto la estabilidad como la solubilidad de
la talidomida, que se usa para inhibir el rechazo de los trasplantes de médula 6sea en el
tratamiento de la leucemia. La vida media de una solucion diluida del farmaco aumenta de
2,1 a 4,1 horas, mientras que su solubilidad acuosa aumenta de 50 a 1700 mg ml?. Las
ciclodextrinas son oligosacaridos cilindricos sin fondo en forma de maceta que consisten en
6-8 unidades de glucosa (Gareth, 2007, p. 13).

El exterior de la "maceta” tiene un caracter hidrofilico, mientras que el interior tiene
una naturaleza hidréfoba. La naturaleza hidrofobica del interior de la estructura de la ciclo-
dextrina probablemente significa que la interaccion hidrofobica juega un papel importante
en la formacion y estabilidad de complejo. Ademas, se ha encontrado que la estabilidad de
un farmaco in situ a menudo mejora cuando el sitio activo de un farmaco se encuentra
dentro del cilindro y disminuye cuando se encuentra fuera del cilindro. Ademas, se ha
observado que la formacién de estos complejos puede mejorar la solubilidad en agua, la

bio-disponibilidad y la accion farmacoldgica y reducir los efectos secundarios de algunos
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medicamentos. Sin embargo, una alta concentracion de ciclodextrinas en el torrente

sanguineo puede causar nefrotoxicidad (Gareth, 2007, p. 13).

Figura 30. Representaciones esquematicas de los tipos de complejos de inclusién
formados por ciclodextrinas y pros-taglandinas
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Fuente: Gareth (2007), p.13

Farmacéforo

Segln el autor Graham (2017) en su libro An Introduction to Medicinal
Chemistry menciona:

“La evaluacion virtual implica el uso de programas de computadora para
evaluar si es probable que los compuestos conocidos como “leads” sean afin a su
objetivo, los resultados de una evaluacion virtual pueden ser utilizados para hacer
métodos de deteccion experimental mas eficientes, es decir si hay miles de
compuestos disponibles para las pruebas experimentales, estas evaluaciones
virtuales nos serviran de guia para encontrar los compuestos a estar mas activos.

Estas proyecciones virtuales pueden implicar la busqueda de farmaco6foros” (p.207).

Una vez que se ha establecido que grupos son importantes para la actividad
de la droga, sigue la etapa de la identificacion del farmacdforo el cual resume los
grupos de unién importantes que se requieren para dicha actividad. Esto permite la
comparacion de moléculas que pueden tener el mismo farmacoforo e interacciones
de union, pero que utilicen diferentes grupos funcionales para lograrlo. En el caso
que tengamos grupos fenoles estos pueden actuar como donantes o aceptores de

enlace hidrogeno, el anillo aromatico puede participar en las interacciones Van der
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Waals y la amina puede actuar como un aceptor de enlaces hidrogeno (Gareth,
2017, p. 235).

Identificar los farmacdforos 3D es relativamente facil para estructuras ciclicas
rigidas, con estructuras mas flexibles no es tan sencillo porque la molécula puede adoptar
una gran cantidad de formas o conformaciones que colocan los grupos de unién
importantes en diferentes posiciones entre si. Es importante darse cuenta de que el
esqueleto de la molécula esta involucrado en interacciones con el sitio de unién, la fuerza
de estas interacciones a veces puede ser crucial para determinar si un farmaco se une

eficazmente o no y el farmacdforo en 3D no tiene eso en cuenta (Gareth, 2017, p. 236).

Optimizacion del analogo

Segun los autores Wermuth, Aldous, Raboisson & Rognan (2015) en el libro The
Practice of Medicinal Chemistry menciona las principales estrategias para la elaboracion de
analogos. La estrategia mas popular en el disefio de farmacos es la sintesis de analogos de
moléculas activas existentes. El objetivo es comenzar con principios activos conocidos o
medicamentos “first-in-class™ y, mediante diversas transformaciones quimicas, preparar
nuevas moléculas, a veces denominadas " “follow-on” o “me-too compounds” para los
cuales un aumento en potencia, se afirma un mejor perfil de actividad especifica, una mayor
seguridad o una mejor formulacién que sea mas facil de manejar por los médicos y

enfermeras 0 que sea mas aceptable para el paciente” (p. 74).

Figura 31. Similitud entre losartan y otros farmacos anti-hipertensivos
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Fuente: Wermuth et al., 2015, p. 75

Segun el autor Graham (2017) en su libro An Introduction to Medicinal Chemistry
menciona: Una vez que se han identificado los grupos de union importantes y el
farmacoforo del compuesto principal, es posible sintetizas analogos, pero, ¢Para qué es
necesaria a elaboracién de analogos? Esto debido a que muy pocos compuestos son ideales
ya que pueden tener poca actividad, selectividad, efectos secundarios significativos o son
dificiles de sintetizar. Entre las estrategias de optimizacion nos encontramos:

Variacién de sustituyentes como sustituyentes de alquilo; ciertos sustituyentes son
maés faciles de variar en comparacion de otros (éteres, aminas, esteres y amidas). Dichos
sustituyentes pueden ser eliminados o sustituidos, al menos que estos formen parte del
esqueleto de carbono de la molécula no se eliminan tan fécil, generalmente se lleva una
serie de pasos. Si los grupos alquilo estan interactuando con una bolsa hidrofobica en el
sitio de unidn, la variacion de longitud y volumen del alquilo permite explorar la
profundidad y ancho de la bolsa. Elegir un sustituyente que llene la bolsa aumentara las

interacciones de union (Gareth, 2017, p. 236).

Figura 32. Variaciones en el grupo alquilo para llenar un pocket hidrofébico

Fuente: Graham, 2017, p. 237
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Figura 33. Ejemplos de sustitucion en el grupo alquilo
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Sustituyentes en anillos aromaticos o heteroaromaticos; si un farmaco contiene un
anillo, la posicion de los sustituyentes puede variarse para encontrar mejores interacciones
de unién, lo que resulta en una mayor actividad. EI grupo nitro que retira electrones afecta
la basicidad de una amina aromatica mas si esta en la posicion PARA, dicha posicion hara

que el grupo nitro haga que la amina sea una base mas débil y menos susceptible de
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protonar, esto disminuira la capacidad de la amina para interactuar con los grupos de union
idnica en el sitio de unién y disminuiria su actividad. La actividad podria mejorarse
teniendo un sustituyente que atraiga mas electrones, en cuyo caso podria ser un grupo cloro

en lugar de un sustituyente metilo (Gareth, 2017, p. 238).

Figura 34. Variaciones en la posicion del sustituyente en el anillo aromatico
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Extension de la estructura; dicha estrategia de la adicion de otro grupo funcional o
sustituyente al compuesto principal busca interacciones de unién adicionales con el
objetivo. Las tacticas de extensién a menudo se usan para encontrar regiones hidro-fobicas
adicionales en sitio de unién mediante la adicion de grupos alquilo o arilaquilo, estos
grupos pueden agregarse a grupos funcionales tales como alcoholes, fenoles, aminas, y
acidos carboxilicos, siempre que no interrumpa las interacciones de union ya presentes.
Variar el tamafio de un anillo también puede llevar a los sustituyentes a una buena posicion
para la unién (Gareth, 2017, p. 240).



136

Isdsteres y bio-siosteres; algunos de estos se pueden usar para determinar la
importancia del tamafio para la actividad mientras que otros se pueden usar para determinar
la importancia de los factores electronicos. Por ejemplo, el flior se usa a menudo como
iséstero de hidrogeno, ya que es practicamente del mismo tamafio, pero méas electro-
negativo y se puede usar para variar dichas propiedades electrdnicas sin tener ningun efecto
estérico. También la presencia de un enlace C-F puede interrumpir una reaccién enzimatica
debido a que el enlace no se rompe tan facilmente. EI termino bioisostero se usa en el
disefio de farmacos e incluye tanto los isosteres clasicos y no clasicos (Gareth, 2017,
p.243).

Los autores Wermuth et al., (2015) en su libro The Pratice of Medicinal Chemistry

define el concepto de isosterismo como:

“El remplazo de un atomo o grupo de atomos en una molécula
bioldgicamente activa por otro que presente las mismas propiedades fisicoguimicas
se basan en el concepto de isosterismo. El concepto de isosteres fue ampliado por
Grimm en 1925 con la declaracion de la Ley de Desplazamiento de Hidruros y, mas
adelante, Erlenmeyer extendié la clasificacion de Grimm que definia los isosteres
como atomos, iones y moléculas en las que las capas periféricas de electrones
pueden considerarse idénticas. La amplia aplicacion del isosterismo para modificar
una parte de una molécula bioldégicamente activa para obtener otra de actividad

similar ha dado lugar al término de "bioisosterismo" o isosterismo no clasico”.

Figura 35. Bioisosterismo clésico
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Fuente: Wermuth et al., 2015, p.187

Figura 36. Bioisosterismo no clasico
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Simplificacion de la estructura; esta estrategia es utilizada mas que todo en

compuestos que surgen de fuentes naturales, una vez que se han identificado los grupos

esenciales es posible descartar las partes esenciales de la estructura sin perder la actividad.

Se considera eliminar grupos funcionales que no son parte del farmacéforo, simplificar el

esqueleto de carbono (eliminar anillos, centros asimétricos). La ventaja de las estructuras

mas simples es que son faciles, rapido y barato de sintetizar, al igual que eliminar los

grupos funcionales innecesarios puede ser ventajoso para eliminar los efectos secundarios

si estos grupos interactlian con otros objetivos 0 son quimicamente reactivos (Gareth, 2017,
pp. 244, 246).
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Acoplamiento Molecular
Segun los autores Scior, Martinez & Salinas (2007) mencionan la definicion de

acoplamiento molecular como:

El acoplamiento molecular (docking) es un meétodo computacional que busca
formas de union entre ligandos potenciales (farmaco) y un blanco cuya estructura es
conocida experimentalmente, el acoplamiento molecular se aplica para encontrar la
orientacion y posicion de un ligando en el sitio activo de su blanco molecular. El objetivo
de la técnica consiste en encontrar la union mas probable entre el ligando y el receptor, es
decir, la que menos energia requiera (a menor energia, mas fuerte la union) asi como el sitio

idéneo de union molecular (p. 3).
Segun la autora Font (2017) menciona:

“El modelado molecular es una técnica computacional que permite estudiar la
interaccion que existe entre un farmaco y su diana, mediante el empleo de programas
informéticos que representen las estructuras y comportamiento de las moléculas. De esta
forma, permite predecir si una molécula va a unirse a un receptor, y por lo tanto si puede
ser un punto de partida para el disefio y sintesis de farmacos. EI modelado molecular
estudia la interaccion entre un ligando y su receptor mediante el estudio de las fuerzas de
unién entre ambas estructuras. Se considera que la unién entre un farmaco (F) y su receptor
(R) como una reaccién de asociacién simple definida por La constante de asociacion es mas
alta cuanto mayor es la energia que se libera en la interaccion entre el farmaco y el receptor.
En funcion del conocimiento de la estructura del farmaco y del receptor existen diferentes
técnicas computacionales que se pueden aplicar para que el proceso de descubrimiento sea

mas sencillo” (p. 5).
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Figura 37.Técnicas computacionales en funcion del conocimiento de la estructura

del ligando y el receptor
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Fuente: Font, 2017, p. 5.

Segun los autores Ou-yang et al., (2012) mencionan:

“El disefio de medicamentos asistido por computadora (CADD) es uno de

los metodos més efectivos para alcanzar dichos objetivos de optimizacion. El

termino CADD es un término ampliamente utilizado que representa herramientas y

fuentes computacionales para el almacenamiento, gestion, analisis y modelado de

compuestos. Los enfoques de descubrimiento de farmacos computacionales

utilizados se pueden clasificar en disefio de fa&rmacos basado en estructura (SBDD),

disefio de farmacos basado en ligando (LBDD) y enfoques basados en secuencias.

Los métodos SBDD, como el acoplamiento molecular y el disefio de farmacos de

novo, estos se basan en el conocimiento de la estructura de la macromolécula diana,

que se obtienen principalmente de estructuras cristalinas, datos de RMN y modelos

de homologia” (p. 1134).
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Figura 38. Mdltiples enfoques computacionales de descubrimiento de farmacos que
se han aplicado en varias etapas del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos.
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Fuente: Ou-yang et al., 2012, p. 1927

Segun los autores Lionta, Spyrou, Vassilatis, Cournia (2014), examinan diferentes
procedimientos que van desde etapas iniciales del proceso (pre-procesamiento de receptores
y bibliotecas) hasta el acoplamiento, la puntuacién y el post-procesamiento. Y muestran

mediante un esquema general una estrategia SBVS

El acoplamiento apunta a predecir la estructura del complejo ligando-proteina
explorando el espacio conformacional de los ligandos dentro del sitio de union de la
proteina. Luego se utiliza una funcién de puntuacion para aproximar la energia libre de
union entre la proteina y el ligando en cada pose de acoplamiento. El éxito de una campafia
de SBVS depende en gran medida de estructuras iniciales razonables tanto para la proteina
como para el ligando. Un archivo de estructura PDB tipico consta solo de atomos pesados
(si la entrada es una estructura de rayos X) y puede contener moléculas de agua, cofactores,

activadores, ligandos e iones metélicos, asi como varias subunidades de proteinas (p. 1933).
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Ademas, la estructura generalmente no tiene informacion sobre 6rdenes de bonos,
topologias o cargas atomicas formales. Los grupos amida terminales y los residuos de
asparagina pueden estar mal arreglados ya que las estructuras de rayos X no pueden
distinguir inequivocamente entre los grupos O y NH.. Los estados de ionizacion vy
tautdbmeros tampoco estan asignados en la mayoria de los casos, pueden faltar cadenas
laterales de residuos o bucles mas grandes debido a la baja resolucion de un area proteica

particular, y pueden existir choques estéricos (Lionta et al., 2014, p. 1933).

Para abordar de manera eficiente los problemas estructurales mencionados
anteriormente, se han propuesto varios esquemas de preparacion de proteinas. La estrategia
general propuesta es determinar primero los estados de protonacion de los aminoécidos de
la proteina utilizando el software (PROPKA), el siguiente paso es asignar atomos de
hidrogeno y optimizar los enlaces de hidrogeno de la proteina de acuerdo con una red
Optima de enlaces de hidrégeno. Un software ampliamente utilizado para estas tareas es el
software PDB2PQR (Lionta et al., 2014, p. 1933).

Se han aplicado varias reglas para garantizar la similitud de las drogas siendo la mas
popular la regla de los cinco de Lipinski, pero a medida que cada vez mas compuestos
rompen algunas de estas reglas y entran al mercado (por ejemplo, las drogas de productos
naturales), Una regla mas reciente que explica las propiedades fisicoquimicas relacionadas
con los resultados de toxicologia preclinica es la "Regla de Pfizer de 3/75”, que se basa en
los valores del coeficiente de particion calculado (ClogP) y el area de superficie polar
topoldgica (TPSA) .De acuerdo con esta regla, los compuestos con ClogP inferior a 3 y
TPSA superior a 75 tienen aproximadamente 2.5 veces mas probabilidades de ser seguros

en ensayos in vivo (Lionta et al., 2014, p. 1934).

El acoplamiento implica predecir la estructura del complejo proteina-ligando y es
seguido por una puntuacion en SBVS para clasificar los compuestos. Los programas de
acoplamiento utilizan varios métodos de busqueda conformacional para explorar el espacio
conformacional del ligando; estos se clasifican de la siguiente manera: a) Métodos
sistematicos, que colocan ligandos en el sitio de union previsto después de considerar todos

los grados de libertad, b) Busquedas torsionales aleatorias o estocasticas sobre enlaces
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rotativos, como Monte Carlo y algoritmos genéticos para “evolucionar" bajo
conformadores de energia, (c) Meétodos de simulacion de dinamica molecular y
minimizacion de energia para explorar el paisaje energético de una molécula (Lionta et al.,
2014, p. 1937).

Figura 39. Esquema de una estrategia SBVS
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Fuente: Lionta et al., 2014, p. 1925

Segun los autores Kar y Roy 2013, mencionan los principales errores, trampas técnicas y

advertencias que hay que tomar en cuenta en la deteccion virtual (VS)

Existen muchas obstrucciones que se interponen en el disefio de un nuevo
compuesto farmacoldgico para una molécula farmacologica final. Los enlaces de hidrégeno
mediados por el agua pueden tenerse en cuenta en la deteccidn virtual, pero es muy dificil
predecir el nimero exacto y la posicién de estas interacciones. De igual manera los
enfoques de deteccidn virtual basados en estructura del ligando tiene el inconveniente que
no puede identificar ligando bioactivos para los bolsillos de unién que no estan acoplados
explicitamente. Muchos enfoques de deteccion virtual se basan en compuestos “Drug

Likeness” como las define Lipinski en su trabajo.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que esto solo se aplica a la bio-disponibilidad
oral y que muchas clases de bioactividad, como los antisépticos, caen rutinariamente fuera
del alcance de esta regla. Por lo tanto, los protocolos deteccién virtual generalmente se
aplican y validan en una fraccion relativamente, pequefia del espacio quimico. Hay al
menos tres caracteristicas que son dependientes del contexto que tenga el proceso VS i)
forma tautomérica, donde la seleccion de un tautomero incorrecto puede desviar la
asignacién de los receptores o donantes de enlaces de hidrogeno (HBA), ii) ionizacion,
donde el estado de protonacién de los grupos quimicos a pH fisioldgicamente relevante
puede calcularse erréneamente  iii) la quiralidad, donde para las estructuras racémicas se
necesita calcular las conformaciones para todas las configuraciones quirales posibles (Kay
y Roy, 2013, p. 253).

Uno de los principales desafios en 3D VS es el generar un conjunto manejable de
conformaciones que cubran adecuadamente el espacio conformacional de la molécula, de
hecho, no solo los ligandos sino los objetivos bioldgicos también son flexibles y la
flexibilidad proteica es probablemente el aspecto mas inexplotado de VS. Otro problema
comun pero grave es el error introducido al interconvertir diferentes formatos moleculares.
A menudo ocurre que la informacion puede perderse o alterarse al convertir un formato de
archivo a otro (Kay y Roy, 2013, pp. 254-255).
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Filtros de “druglikeness” Lipinski, Ghose, Muegge y Veber

Tabla 2 Definiciones de los filtros

Lipinski La regla de los 5 de Lipinski se encarga de estudiar el peso
molecular, el LogP y los donadores y aceptores de hidrogenos.

Masa molar: menor a 500 Da

Log P: menor a5

Aceptores H: menos 10

Donadores H: menos 5

(Lipinski Lombardo, Dominy y Feeney, 2001).

Ghose El filtro de Ghose se encarga del estudio de LogP, peso molecular, la
refractividad molar y el nimero total de atomos. Es el filtro mas
estricto en cuanto a los rangos de los parametros fisico-quimicos.
Masa molar: 160-480 Da (rango preferencia 230-390 Da)

Log P: -0,4-5,6 (rango de preferencia de 1,3 a 4,1)

Refractividad molar: 40-130 (rango de preferencia 70-110)

(Ghose, Viswanadhan y Wendoloski, 1999).

Muegge El filtro de Muegge se encarga del estudio del peso molecular, la
cantidad de anillos, los &tomos de carbono, el LogP, los aceptores y
donares de hidrogeno, los enlaces rotables y el area polar superficial.
Masa molar: 200-600 Da

Log P: -2-5

Area polar superficial: menor a 150 A

Aceptor de H: menos de 10

Donadores de H: menos de 5

Enlaces rotables: menos de 15

Cantidad de anillos: menos de 7

(Muegge, 2003).
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Veber

El filtro Veber se encarga del estudio de enlaces rotables, el area
polar superficial y los donares o aceptores de hidrogeno sugiere que
es de importancia analizar la bio-disponibilidad oral de un
medicamento en dependencia a la masa molecular.

Area polar superficial: menor a 140 A

Aceptores y donadores de H: menos 12

Enlaces rotables menos de 10

(\Veber, Johnson, Cheng, Smith, Ward y Kopple, 2002).

Graham

Filtro
proporcionado
por el autor en el
libro: An
Introduction  of
Medicinal

Chemistry

El filtro de Graham, destaca la regla de los 3
Un peso molecular inferior a 300

No maés de 3 donantes de hidrogeno

No mas de 3 aceptores de enlaces de hidrogeno
No més de 3 enlaces rotatorios

Un area superficial polar no mas de 60 A?

(Graham, 2017, p. 220)

Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO IIl: MARCO METODOLOGICO

En este capitulo se pretende describir la metodologia utilizada para desarrollar la
investigacion del tema, asi como los analisis elaborados y los métodos, técnicas y

procedimientos que acompariaron la elaboracion de los analogos.

Enfoque de la investigacion

La presente investigacion muestra un enfoque mixto, la parte cualitativa se ve
reflejada en la explicacion del modo de accién antimicrobiano de la clorhexidina y su
respectivo uso como antiséptico en la medida de prevencion en infecciones nosocomiales y
realizar la debida revision bibliografica de articulos cientificos, de fuentes confiables que
nos lleve a dichos objetivos. Por otro lado, se dice que la investigacion cuenta con enfoque
cuantitativo ya que se van a producir analogos de la molécula de clorhexidina y analizar las
propiedades fisicoquimicas de las moléculas bajo estudio, junto con un analisis molecular,
asimismo examinar los resultados que arrojen las pruebas del acoplamiento molecular y

explicar dichos resultados obtenidos.

La investigacion posse un enfoque cualitativo segun Herndndez, Fernandez y
Baptista (2014), menciona que estas se utiliza la recoleccion y anélisis de los datos para
afinar las preguntas de investigacion o revelar nuevas interrogantes en el proceso de
interpretacion, los estudios cualitativos pueden desarrollar preguntas e hipdtesis antes,
durante o después de la recoleccién y el analisis de los datos. Este busca principalmente la
“dispersion o expansion” de los datos e informacion. (p.7-10).

Con respecto al enfoque cuantitativo, Hernandez, Fernandez y Baptista (2014),
afirman que un enfoque cuantitativo utiliza la recoleccién de datos para probar hipotesis
con base en la medicion numérica y el andlisis estadistico, con el fin de establecer pautas de
comportamiento y probar teorias, ademas representa un conjunto de procesos en la cual

cada etapa precede a la siguiente y no se puede brincar o eludir pasos. (p.4).

Disefio de la investigacion
Segun Hernandez, Fernandez, Baptista (2014) un "disefio explicativo secuencial es
aquel va maés alla de la descripcion de conceptos o fendémenos o del establecimiento de

relaciones entre conceptos; es decir, estan dirigidos a responder por las causas de los
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eventos y fendmenos fisicos o sociales. Como su nombre lo indica, su interés se centra en
explicar por qué ocurre un fendbmeno y en qué condiciones se manifiesta 0 por qué se

relacionan dos o mas variables"(p.95).

Al ser un disefio experimental los autores Veiga de Cabo et al. (2008) mencionan "
el investigador también trata de estudiar algin factor desconocido y sus efectos en el
tiempo, pero al contrario de lo que ocurre en los estudios observacionales analiticos, que
reproducen el fenémeno de forma natural, en los estudios experimentales el investigador
define cada una de las caracteristicas de los grupos, asignando a un grupo de estudio el
tratamiento, toxico, prueba diagnostica, factor de riesgo, o lo que se pretenda estudiar, vy al

grupo control el placebo o su equivalente. (p.82).

La investigacion posee dos tipos de disefios, en este caso el experimental va ir mas
centrado en la produccion de analogos por lo cual se va a estudiar un factor desconocido,
aunque se va a tomar en cuenta el mecanismo de accion antimicrobiano de la molécula
original de clorhexidina y como esta logra la disrupcion de la membrana de los
microorganismos de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa y en base a esto proponer
una nueva molécula que sea més potente para dicho objetivo y el explicativo secuencial va
a manifestar conceptos basicos de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas bajo
estudio y ademas de explicar causas y fenémenos relacionados con la técnica de anclaje

molecular y los resultados obtenidos.
Objeto de estudio

La investigacion pretende producir analogos de clorhexidina y evaluar por medio de
programas computacionales cual de todos los analogos elaborados (Anexo 1) es mas
selectivo (hit), hacia su diana molecular, la membrana bacteriana de microorganismos

causantes de infecciones nosocomiales frecuentes (E. coli y P. aeruginosa).

Fuentes de Informacion
En este apartado se hace referencia a todas las fuentes de informacién y programas
computacionales que se utilizaron para desarrollar la investigacion. Para los primeros dos

objetivos especificos que tienen un fundamento tedrico se basG en obtener articulos
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cientificos de fuentes bibliograficas confiables (Scielo, Redalyc, Dialnet y Ebsco) y por
medio de los articulos seleccionados desarrollar la discusion de los objetivos. Para el tercer
objetivo que consta en la elaboracion de los andlogos se manejaron bases de datos como
Pubchem (Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU), Drugbank (OMx Personal Health
Analytics, Inc. Disefiado por Educe Design & Innovation Inc) y Protein Data Bank (PDB)
National Science Foundation, el Departamento de Energia de los EE. UU, el Instituto
Nacional del Cancer, el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas).
También se manejaron datos obtenidos por medio de herramientas virtuales y softwares
como Marvin Sketch (ChemAxon 2014), UCSF Chimera (Universidad de California San
Francisco, Diciembre 2016), Open Babel (OpenBabelGUI 2006 by Chris Morley, version
2.4.1), SwissADME (Instituto Suizo de Bioinformatica 2019), PyRx (Python Prescription,
2010, version 0.8).

Criterios de inclusion y exclusion

Para la presente investigacion, se realiz6 una revision bibliogréafica de articulos de
revistas cientificas, libros y trabajos finales de graduacion, en inglés o espafiol. Los temas
de los articulos son especificamente sobre el mecanismo de accion de la molécula de
clorhexidina sobre microorganismos a nivel hospitalario, mas que todo aquellas que son
bacterias Gram negativas, al igual que las generalidades de las mismas a nivel estructural.
Ademas, se busca explicar el correcto uso de la clorhexidina como antiséptico y las
correctas técnicas de asepsia que llevan a la prevencion de infecciones nosocomiales
causadas por estos agentes bacterianos. No se escatimé en la fecha de publicacion de los
articulos de revistas cientificas, libros o trabajos finales de graduacion seleccionados debido
a que, con el paso del tiempo, quedo6 evidenciado que la molécula de clorhexidina sigue
siendo efectiva para sus usos, lo cuales ha sido descritos a lo largo del tiempo. Se

excluyeron todos los demas articulos que no abarcan con el tema de la investigacion.
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Tabla 3. Cuadro de codificacion: Investigacion con Enfoque Cualitativo

Objetivo Categoria  de | Definicion Conceptual Instrumento
Anélisis

Analizar la | Accion La actividad antimicrobiana es | Referencias

accion Antimicrobiana | atribuida a su bibliograficas

antimicrobiana

de la molécula
de clorhexidina
sobre diferentes
microorganismos
a nivel

intrahospitalario

union y disrupcion de la

membrana  citoplasmica, que

alteran el equilibrio osmético y
los

causan precipitacion de

contenidos  celulares.  (Maya,
Jamil, Pacheco, Liliana, Virginia

(2011), p.98)

Explicar el uso
de los
antisepticos
especialmente de
la clorhexidina
en pacientes e
instrumentos
médicos para la
prevencion de
infecciones en el
ambito

hospitalario.

Uso de los

antisepticos

Un antiséptico cuando se

aplica sobre superficies del cuerpo
0 en tejidos expuestos, destruye o
inhibe el crecimiento de
microorganismos en tejidos vivos,
sin causar efectos lesivos. Algunos
antisepticos se aplican sobre piel
intacta 0 membranas mucosas,
quemaduras y heridas abiertas para
prevenir la sepsis al desbridar o
excluir los microbios de estas
areas. (OMS (2004), p.270)

Referencias

bibliograficas
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Variable de Analisis

Tabla 4. Cuadro de codificacion: Investigacion con Enfoque Cuantitativo

Obijetivos Variable Definicion Conceptual | Indicador Instrumento
Crear diferentes | Analogos El modelado molecular | Energia de | Software
analogos de | mediante es una técnica | union con la | utilizado para
clorhexidina modelado computacional que | diana (AG) | realizar el
para la accion | molecular permite  estudiar la anclaje 0
antimicrobiana interaccion que existe docking que
contra las cepas entre un ligando y su nos  permite
de E. coli y P. diana, mediante el encontrar el
aeruginosa empleo de programas mejor acople
mediante informéticos que entre la diana
programas representen las y el ligando,
computacionales estructuras y mediante la

comportamiento. (Font actividad AG

(2017), p.5) PyRx
Instrumentos

Para esta investigacion, los resultados se obtienen de fuentes bibliograficas que
ayudaron al investigador a recaudar informacion para darle fundamento a varias
interrogantes surgidas durante el proceso y por medio de técnicas virtuales para desarrollar
los andlogos y aplicaciones virtuales que permiten analizar diversas propiedades
fisicoquimicas tanto de la molécula original como de los analogos, las cuales llevaron a
seleccionar los tres mejores analogos, los cuales se discuten en el capitulo de analisis de
resultados (tabla #8 #9 #10).
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Procedimiento de recoleccion y analisis de los datos

Para los primeros dos objetivos de la presente investigacion se procedié con la
reunion de articulos cientificos de fuentes confiables (Scielo, Redalyc, Dialnet y Ebsco), sin
escatimar en la fecha de publicacion de los articulos, ya que entre mas viejo sea el articulo
y mencione el uso de la clorhexidina como un antiséptico seguro y eficaz, afirma que la
molécula cuenta con un historial de seguridad que se ha mantenido a lo largo de los afios y
con los articulos modernos se prueba que la molécula de clorhexidina no ha perdido su
efecto antimicrobiano con los afios, es decir no se ha notificado un aumento de resistencia
microbiana significativa que demuestre la ineficaz de la misma para sus usos. Al contrario,
se ha demostrado que la molécula de clorhexidina sigue teniendo una actividad
antimicrobiana activa contra microorganismos frecuentes en el ambito hospitalario

causantes de infecciones nosocomiales.

El tercer objetivo de este trabajo de investigacion es la elaboracion de los andlogos
de clorhexidina y evaluar cual de estos es mas selectivo hacia su diana molecular, para esto
se partié primeramente de la obtencidn de la molécula original de clorhexidina de la base
de datos PubChem, codigo (PubChemCID: 9552079) y se guardo6 el modelo de la estructura
molecular en formato SDF o PDB. Seguidamente se importa la molécula en el programa

Marvin Sketch para proceder a realizarle una limpieza en 3D y guardarla en formato PDB.

Posteriormente, el ligando se importa en el programa Chimera, para su limpieza de
iones, ligandos, agua y otros solventes. “Dock prep” implementada en el programa UCSF-

Chimera se procede a preparar cada ligando.

Posteriormente se obtiene el modelo de las estructuras moleculares de las
macromoléculas (fosfatoetanolamina (PE), fosfatoglicerol (PG) y cardiolipina (CA)), en
una base de datos, Protein Data Bank, las macromoléculas se descargan en formato PDB y
se usa el programa USSF-Chimera para su posterior visualizacion y preparacion de la
misma, la cual consta de una limpieza de iones, ligandos, agua y posibles solventes y

prepararla con el mismo procedimiento de Dock prep que se realizé al ligando.
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A continuacién, se realiza el acoplamiento molecular entre el ligando y la diana
utilizando AutoDck-VINA implementado en el programa PyRx. Esta herramienta permite
calcular cambios en energia libre de Gibbs para el proceso de union de un ligando con una
diana molecular. Entre menor sea este cambio en energia (AG<0) el proceso de union sera
mas exergonico, lo que se considera termodindmicamente favorable, y por lo tanto, se

considera un estado de mayor afinidad.

Cabe mencionar que cada vez que uno realiza un acoplamiento con la herramienta
PyRx este va a guardar la mejor prediccion de energia de manera automatica. Pero este
resultado generado no se puede observar si no hasta convertir su respectivo formato de

PDBQT a PDB, esto se logra con la herramienta Open Babel.

Ya que la herramienta UCSF-Chimera realiza la visualizacion de los resultados del
anclaje molecular para observar cuales grupos funcionales del ligando interactian con que
grupos funcionales de la macromolécula, utilizando la herramienta Find clashes/contacts

implementada en UCSF-Chimera.

El andlisis fisicoquimico de la molécula original de clorhexidina se realiz6 con la
herramienta SwisSADME, la cual arroja entre sus parametros (Peso molecular, # enlaces
rotables, aceptores y donadores de H, Refractividad molar, Area polar superficial, Log P,
Log S Delaney,Log Kp) v filtros de Lipinski, Ghose, Muegge y Veber, exhiben las
violaciones que presentan la molécula a los filtros mencionados. Todas las propiedades
obtenidas por esta aplicacion fueron tomadas en cuenta para la elaboracion de los anédlogos,
con el objetivo de mejorarlas y asi determinar cuales analogos presentaban los mejores

resultados de energia con su diana.

La elaboracién de los analogos fue llevada a cabo mediante la herramienta Marvin

Sketch y se repitieron todos los pasos mencionados anteriormente para el ligando original.
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Herramientas computacionales

Las herramientas utilizadas para el disefio de analogos fueron:

PubChem es una base de datos de quimica abierta en los Institutos Nacionales de la
Salud (NIH). "Abierto” significa que puede poner sus datos cientificos en PubChem y que
otros pueden usarlos. PubChem contiene principalmente moléculas pequefias, pero también
moléculas mas grandes como nucleétidos, carbohidratos, lipidos, péptidos vy
macromoléculas modificadas quimicamente. Recopilan informacion sobre estructuras
quimicas, identificadores, propiedades quimicas y fisicas, actividades bioldgicas, patentes,
datos de salud, seguridad, toxicidad y muchos otros. El objetivo de una base de datos tan
extensa es resumir los datos relevantes para un gen bioldgico o proteina diana determinada.
PubChem contiene cientos de millones de resultados de bioactividad de mas de un millon
de experimentos de bioensayos. Muchas de esas sustancias son probadas contra objetivos
bioldgicos. (Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU).

Drug Bank es una base de datos completa, de acceso libre y en linea, que contiene
informacion sobre medicamentos y sus objetivos. Al igual que un recurso de bioinformatica
y de quimio informética, DrugBank combina datos detallados de medicamentos (es decir,
quimicos, farmacolégicos y farmacéuticos) con informacion completa sobre el objetivo del
medicamento (es decir, secuencia, estructura y via). Debido a su amplio alcance,
referencias completas y descripciones de datos inusualmente detalladas, DrugBank es mas
parecido a una enciclopedia de medicamentos que a una base de datos de medicamentos
(DrugBank, version 5.1.3, 2019).

DrugBank es ampliamente utilizado por la industria farmacéutica, los quimicos
farmacéuticos, los farmacéuticos, los médicos, los estudiantes y el publico en general. La
Gltima version de DrugBank (version 5.1.3, publicada el 2019-04-02) contiene 12,150
entradas de medicamentos que incluyen 2,557 medicamentos de molécula pequefia
aprobados, 1,286 medicamentos de biotecnologia (proteina / péptido) aprobados, 130
nutracéuticos y mas de 5,867 medicamentos experimentales. Ademas, 5.169 secuencias de
proteinas no redundantes (es decir, diana del farmaco / enzima / transportador / portador)
estan vinculadas a estas entradas de farmacos. Este proyecto cuenta con el apoyo de los

Institutos Canadienses de Investigacion en Salud (premio n. © 111062), Alberta Innovates -
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Health Solutions y The Metabolomics Innovation Center (TMIC), un centro de
investigacion y centro financiado con fondos nacionales que admite una amplia gama de
tecnologia de punta. estudios metabolomicos. TMIC esta financiado por Genome Alberta,
Genome British Columbia y Genome Canada. Una organizacion sin fines de lucro que
lidera la estrategia nacional de gendmica de Canada con fondos del gobierno federal. El
mantenimiento, el soporte y las licencias comerciales son proporcionados por OMx
Personal Health Analytics, Inc. Disefiado por Educe Design & Innovation Inc (DrugBank,
version 5.1.3, 2019).

La herramienta web SwissADME que ofrece acceso gratuito a un conjunto de
modelos predictivos répidos y robustos para parametros ADME, propiedades
farmacocinéticas, fisicoquimicas, naturaleza farmacoldgica similitud de fArmacos y quimica
medicinal, entre los que se incluyen métodos competentes en la casa, como el huevo
hervido. iLOGP y radar de biodisponibilidad, Este sitio web le permite calcular descriptores
fisicoquimicos, asi como predecir relacion quimica de una o varias moléculas pequefias

para apoyar el descubrimiento de fa&rmacos (Instituto Suizo de Bioinformaética 2019).

El Protein Data Bank (PDB) se establecio como el primer recurso de datos digitales
de acceso abierto en toda la biologia y la medicina. A través de un portal de informacién de
Internet y un archivo de datos descargable, el PDB proporciona acceso a datos de estructura
3D para moléculas bioldgicas grandes (proteinas, ADN y ARN). Estas son las moléculas de
la vida, que se encuentran en todos los organismos del planeta. La visién del RCSB PDB es
permitir el acceso abierto al conocimiento acumulado de la estructura, funcion y evolucion
de las macromoléculas en 3D, expandiendo las fronteras de la biologia fundamental, la
biomedicina y la biotecnologia (RCSB PDB esta financiado por la National Science
Foundation (DBI-1832184), el Departamento de Energia de los EE. UU. (DE-SC0019749)
y el Instituto Nacional del Céncer , el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades
Infecciosas , y el Instituto Nacional de Ciencias Médicas Generales del National Institutos
de salud bajo concesion R0O1GM133198).

Marvin Sketch es un editor de moléculas (es un programa de computadora para
crear y modificar representaciones de estructuras quimicas. Marvin Sketch presenta un

amplio conjunto de funcionalidades para permitir el dibujo rapido y preciso de compuestos
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quimicos, reacciones, estructuras de Markush y moléculas de consulta. Ademas,
MarvinSketch tiene una estructura incorporada y comprobadores de valencia para
proporcionar orientacion, y calculadoras de propiedades integradas para obtener resultados
en vivo, a solicitud suya. MarvinSketch no solo traduce la quimica en un entorno digital,
sino que también admite la mas amplia seleccion de formatos de archivos quimicos
estandar reconocidos industrialmente. Para el dibujo quimico en la web, consulte también
nuestro componente de navegador Marvin JS. MarvinView es un visor quimico avanzado
para estructuras quimicas, consultas, reacciones y sus datos asociados simples y maltiples
en 2D / 3D. Este renderizador liviano puede mostrar incluso miles de moléculas en una
vista de matriz u hoja de célculo junto con los campos calculados sobre la marcha, como el
nombre de la molécula, el nombre IUPAC generado y las cadenas SMILES (ChemAXxon,
2014).

UCSF Chimera es un programa altamente extensible para visualizacion interactiva
y analisis de estructuras moleculares y datos relacionados, incluidos mapas de densidad,
conjuntos supramoleculares, alineamientos de secuencias, resultados de acoplamiento,
trayectorias y conjuntos conformacionales. Iméagenes de alta calidad y animaciones pueden
ser generadas. Las herramientas de RBVI (Recurso para Biocomputacion, Visualizacion e
Informéatica) pueden aplicarse a diversos tipos de datos biomoleculares, incluidas
coordenadas de resolucion atomica, mapas de densidad 3D y datos de microscopia de luz, y
secuencias, anotaciones y redes de proteinas y acidos nucleicos (Universidad de California

San Francisco, Diciembre 2016).

Open Babel es una caja de herramientas para quimicos disefiada para hablar los
diferentes lenguajes de datos quimicos. Es un proyecto abierto y colaborativo que permite a
cualquier persona buscar, convertir, analizar o almacenar datos de modelado molecular,
quimica, materiales de estado sélido, bioquimica o areas relacionadas. Eso significa que
Open Babel tiene dos piezas principales: Programas listos para usar para interconvertir,
buscar, modificar y analizar archivos quimicos Un completo juego de herramientas para
programadores para permitir el desarrollo de software de quimica facil (OpenBabelGUI
2006 by Chris Morley, version 2.4.1).
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PyRx es un software de deteccidn virtual para el descubrimiento computacional de
medicamentos que se puede usar para seleccionar bibliotecas de compuestos contra
posibles objetivos de medicamentos. PyRx permite que Medicinal chemists ejecute la
evaluacion virtual desde cualquier plataforma y ayuda a los usuarios en cada paso de este
proceso, desde la preparacion de los datos hasta el envio de trabajos y el analisis de los
resultados. Si bien es cierto que no hay un boton mégico en el proceso de descubrimiento
de medicamentos, PyRx incluye un asistente de acoplamiento con una interfaz de usuario
facil de usar que lo convierte en una herramienta valiosa para el disefio de medicamentos
asistido por computadora. PyRx también incluye una funcionalidad similar a una hoja de
calculo quimica y un potente motor de visualizacion que son esenciales para el disefio de
farmacos basado en la estructura. PyRx esta utilizando una gran cantidad de software de
codigo abierto establecido que incluye loa siguientes softwares (Python Prescription, 2010,

version 0.8).

Tabla 5. Softwares que PyRx utiliza de codigo abierto.

Auto Dock 4 y Auto Dock Vina Se utilizan como  software  de

acoplamiento.

Auto Dock Tools Utilizado para generar archivos de entrada

Python Utilizado para generar archivos de entrada

y lenguaje de programacién / scripting.

wxPython Utilizado para GUI multiplataforma
Kitware, Inc (VTK) El Kit de herramientas de visualizacion
Enthought Tool Suite Utilizado como rasgo, para bloques de

construccion de aplicaciones.

Opal Toolkit Utilizado para ejecutar Auto Dock de

forma remota utilizando servicios web.

Open Babel Utilizado para importar archivos SDF,

eliminar sales y minimizar la energia

Matplotlib Utilizado para el trazado 2D.

Fuente: Elaboracion fuente propia.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En el siguiente capitulo se expondran los resultados obtenidos durante el proceso de
investigacion, los cuales comprenden un andlisis de la accion antimicrobiana de la
clorhexidina, ademas de explicar el uso adecuado de este antiséptico en pacientes e
instrumentos medicos usados para la prevencion de infecciones. Finalmente se llevara a
cabo un analisis de las propiedades fisicoquimicas de la molécula original de clorhexidina
junto con la verificacion del cumplimiento de los parametros proporcionados por los filtros
de Lipinski, Ghose, Muegge y Veber (Tabla # 10) y concluyendo con la explicacion que
dio origen a la creacion de los mejores 3 analogos (Tablas # 11, # 12 y # 13) creados a
partir de la molécula original de clorhexidina, cabe destacar que se realizaron un total de 51
analogos, los cuales fueron probados hacia sus dianas moleculares, obteniendo diversas

energias de union (Anexo 1).
Accion anti-microbiana

Primeramente, Maya et al. (2011), mencionan que la clorhexidina es ampliamente
activa contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, anaerobias facultativas y aerobias,
y, en menor medida contra hongos y levaduras. Tiene escasa actividad contra
Mycobacterium tuberculosis y no es esporicida. Una de sus caracteristicas mas
sobresalientes es su actividad in vitro contra virus encapsulados, tales como el herpes
simple, el VIH, el citomegalovirus, el de la influenza y el virus sincitial respiratorio, aunque

presenta menor actividad contra virus no encapsulados.

Una caracteristica que presentan los autores, es la actividad residual que posee la
molécula la cual es de seis horas a diferencia de la povidona yodada cuya actividad es
menor de cuatro horas y la actividad antimicrobiana se ve minimamente afectada por
material organico como la sangre Por otro lado, debe tenerse en cuenta que, al ser una
molécula catidnica, su actividad puede verse reducida por jabones naturales, aniones
inorganicos, surfactantes no iénicos y cremas de manos que contengan agentes anicénicos
que puedan reaccionar con la parte cationica de la molécula y esta no pueda llegar a

producir su accién anti-microbiana (Maya et al. 2011)
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Segun Martinez (2013) la molécula de clorhexidina es poco soluble en el agua, por
lo que se utiliza bajo forma de sales (diacetato, diclorhidrato, digluconato). De estas tres, el
digluconato es la mas soluble en agua y alcoholes. Su mecanismo recae en la accion con los
grupos aniénicos de la superficie bacteriana, alterando la permeabilidad. La autora hace
énfasis en que la actividad antiséptica de la clorhexidina es superior a la de la povidona, del
alcohol y el hexa-clorofeno. Es un antiséptico topico ideal, debido a su persistente actividad
sobre la piel con el uso continuo, un efecto muy rapido y una minima absorcion, aunque se
han asociado algunas reacciones alérgicas al tratamiento topico con clorhexidina. A bajas
concentraciones, la clorhexidina exhibe un efecto bacteriostatico, mientras que a altas

concentraciones es bactericida (p. 17).

La clorhexidina es buena a temperatura ambiente y a un pH comprendido entre 5 y
8, pero muy inestable en solucion. Ademas, la clorhexidina necesita ser protegida de la luz
y el calor, ya que es fotosensible. Los siguientes microorganismos muestran una alta
susceptibilidad a la clorhexidina: Streptococcus, Staphylococcus, Candida albicans,
Escherichia coli, Salmonella, y bacterias anaerdbicas. Las cepas de Proteus, Pseudomonas,
Klebsiella muestran una baja susceptibilidad a la clorhexidina. Los estudios clinicos han
demostrado que no hay un aumento significativo de la resistencia bacteriana ni desarrollo
de infecciones oportunistas durante el tratamiento a largo plazo con clorhexidina (Martinez,
2013, p. 18).

Por otro lado, Diomedi et al. (2017) nos dicen que la clorhexidina es compatible con
derivados cationicos como los amonios cuaternarios, pero incompatible con tensioactivos
anionicos y variable compatibilidad con colorantes, ademas de formar sales solubles con
nitratos, sulfatos, carbonatos y fosfatos. De su mecanismo de accion, se ha demostrado que
su absorcion ocurre por difusion pasiva a través de las membranas celulares, la que es muy
répida tanto en bacterias como en levaduras, consiguiéndose importante efecto ya a los 20
segundos. A bajas concentraciones produce una alteracion de la permeabilidad osmética de
la membrana y una inhibicion de enzimas del espacio periplasmico. A concentraciones

elevadas origina la precipitacion de proteinas y acidos nucleicos (p. 161).
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Por otro lado, la clorhexidina es uno de los antimicrobianos mas utilizados en los
tratamientos odontoldgicos por infecciones bucales, esta molécula presenta una gran
actividad antibacteriana sumada a una alta substantividad, la cual tiene la capacidad de
unirse a las proteinas tales como la albumina presente en el suero o saliva, la pelicula de la
superficie dentaria, las glicoproteinas salivales y las membranas mucosas. Debido a su
naturaleza cationica, la clorhexidina es capaz de unirse electrostaticamente a las superficies
de las bacterias cargadas negativamente, dafiando asi la superficie externa de la pared

celular y dejandola permeable (Castro, Vallejo y Barbosa, 2016, p.2).

Dependiendo de su concentracion, esta biguanida puede tener efecto bacteriostatico
0 bactericida, y ha sido utilizada en enjuagues bucales para el tratamiento de la gingivitis y
de la enfermedad periodontal. Las sales de clorhexidina pueden emplearse en la profilaxis y
el tratamiento de las infecciones de boca como: la estomatitis, la estomatitis ulcerativa y la
gingivitis aguda ulcerativa necrotizante, en concentraciones de 0,12% y 0,2%. La forma
digluconato es la més soluble en agua, a pH fisioldgico se disocia facilmente y es una sal
muy estable, de alli que en los preparados farmacéuticos se use la sal digluconato, en el
mercado colombiano encontramos tabletas para chupar con clorhexidina digluconato
(Castro et al. 2016, p.2).

Figura 40. Estructura molecular de clorhexidina con digluconato
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Fuente: Castro, Vallejo y Barbosa, 2016, p. 4.
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Segun Macias et al. (2013), estos autores realizan una comparacion de la eficacia
antiseptica del hipoclorito de sodio, alcohol isopropilico, povidona yodada y gluconato de
clorhexidina Este fue un estudio que consistio en 2 pasos, incluyd voluntarios sanos. En el
paso 1, se analizaron 4 areas de la piel para detectar bacterias capaces de producir unidades
formadoras de colonias (UFC), estos fueron controles para determinar las bacterias basales
o el efecto del lavado, y se trataron con hipoclorito al 10% o clorhexidina al 2% en alcohol

isopropilico. Cada sujeto fue probado 4 veces.

Una caracteristica destacable de la molécula de clorhexidina, es su efecto
substantivo, los autores Macias et al. (2013), comprobaron este efecto substantivo con 3
antisépticos diferentes; povidona yodada al 10%, gluconato de clorhexidina 4% e
hipoclorito de sodio. El efecto substantivo se refiere a la capacidad que posse el antiséptico
para permanecer unido en su forma activa a las superficies bioldgicas (piel), por lo que la
superficie actia como un reservorio del antiséptico que conduce a una prolongacion del
efecto bactericida, en la prueba realizada por los autores se logra observar como la
clorhexidina inhibi6 la bacteria, creciendo en cada zona de agar en contacto con la piel

tratada; ni el hipoclorito de sodio ni la povidona yodada mostraron tal efecto

Figura 41. Prueba del efecto substantivo de la molécula original de clorhexidina

Sodium hypochlorite

\ hlorhexidine

Fuente Macias, 2013, p. 3.
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En el trabajo realizado por los autores Macias et al. (2013), no se encontraron
diferencias en el efecto antiséptico inmediato después de 1 minuto de exposicion al
hipoclorito de sodio y la clorhexidina, de igual manera comentan que los hallazgos pueden
sugerir una aplicacion mas amplia del hipoclorito de sodio; sin embargo, el efecto
substantivo resulta ser un factor determinante en procedimientos invasivos, al menos para
aquellos con una intervencion prolongada o que implican insercion de catéteres. El efecto
substantivo es la union de un antiséptico a las superficies bioldgicas debido a las fuerzas

electroquimicas.

La clorhexidina se une al estrato cérneo de la piel, permitiendo que el tejido actie
como un reservorio del antiséptico, perpetuando asi la inhibicion del crecimiento
bacteriano, este hallazgo es importante debido a que la piel es un reservorio de patdgenos.
La substantividad puede considerarse errGneamente como sinénimo de actividad
persistente, que se define a partir de los recuentos bacterianos persistentemente bajos en el
cultivo, mientras que la sustantividad significa el efecto real del antiséptico incluso contra
organismos recién introducidos. Se concluye con la afirmacion que dice que la clorhexidina
es la recomendacion actual para la preparacion de la piel antes de realizar procedimientos

invasivos (Macias et al., 2013, p. 3).

Segun los autores Donskey & Deshpande (2016) mencionan que el gluconato de
clorhexidina el més utilizado en entornos de atencion médica. De manera similar Martinez
(2013), menciona que la forma de gluconato es la més utilizada. La clorhexidina tiene una
actividad de amplio espectro contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, levaduras y
algunos virus con desarrollo lipidico (encapsulados). Los autores Maya et al (2011), se
puede inducir una actividad esporicida potente en clorhexidina en condiciones fisicas y
quimicas alteradas (p. Ej., Temperatura elevada, pH alterado y adicién de etanol). Sin
embargo, la clorhexidina no tiene actividad contra las esporas bacterianas en las

condiciones presentes en la piel (p. 2).
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La clorhexidina reduce significativamente los niveles de microbiota cuténea

residente y transitoria y tiene actividad persistente durante varias horas despues de la

aplicacion. Ademas, Donskey & Deshpande (2016), presentan una tabla que proporciona

una visiona general de 14 estudios que han evaluado el efecto del bafio de clorhexidina de

unidades de cuidados intensivos utilizando disefios cuasiexperimentales, cruzados de alto

nivel, estos estudios presentan altos grados de confiabilidad y varios de los estudios

también demuestran reducciones en los niveles de patogenos incluidos los bacilos Gram

negativos.

Figura 42. Efecto del bafio de gluconato de clorhexidina sobre la colonizacion y la
infeccién con patdgenos

Effect of chlorhexidine gluconare (CHG) bathing on colonization and infection with pathogens

Srudy Serting Chlorhexidine formulation Design Outcomes
7 Medical intensive care 2% chlorhexidine gluconate Quasiexperimental Decreased vancomycin-resistant enterococci on parients’ skin,
unit (CHG)}-impregnated cloths health care workers’ hands, and environment
Reduced acquisition of vancomycin-resistant enterococci
colonizarion
11 Medical intensive care 4% CHG solution Quasiexperimental Decreased Acinerobacrer baumannii skin colonizartion and
unit bloodstream infections
10 2 Medical intensive 2% CHG-impregnated cloths 2 arm crossover mial  Decreased primary bloodstream infections
care unit wards
6 Medical intensive care 2% CHG-impregnated cloths Quasiexperimental Decreased cenrral line-associated bloodstream infections and
unit blood culrure contamination
12 6 Intensive care units 2% CHG-impregnared cloths Quasiexperimental Decreased acquisition of methicillin-resistant Staphylococcus
in 4 hospitals aureus and vancomycin-resistant enterococc
Decreased vancomycin-resistant enterococci bacteremia
17 Long-term acute care 2% CHG solution Quasiexperimental Decreased central line-associated bloodstream infecrion
hospirtal No change in ventilator-associated pneumonia
9 2 Intensive care units 4% CHG solurion plus chlorhexidine Quasiexperimental Decreased acquisition of methicillin-resistant S aureus
acetate powder 1o groin, axilla, and {non-qacA/B strains)
skin folds
14 Trauma intensive care 2% CHG-impregnarted cloths Quasiexperimental Decreased methicillin-resistant S aureus and Acinetobacrer spp
unit colonization
Decreased central line-associated bloodstream infection
19 Surgical intensive care 2% CHG-impregnarted cloths Quasiexperimental No decrease in central line-associated bloodstream infection
unit
13 Trauma center 2% CHG-impregnated cloths Quasiexperimental Decreased central line-associated bloodstream infection
intensive care unit
16 4 Medical wards 2% CHG-impregnated cloths Quasiexperimental Decreased methicillin-resistant S aureus and vancomycin-resistant
enterococci infections
No change in Clostridium difficile infecrions
21 Hospiral-wide 4% CHG solurion applied as bed bathor  Quasiexperimental Decreased C difficile infections
shower daily or 3 times per week No change in other hospital-associated infections
8 Oncology patents 2% CHG-impregnated cloths Quasiexperimental Decreased acquisition of vancomycin-resistant enterococci
colonizarion
15 4 Long-term acute care 2% CHG-impregnarted cloths Stepped wedge Decreased Klebsiella pneumoniae carbapenemase-producing
hospitals bundle enterobacteriaceae colonizarion and infection, all-cause

bacteremia, and blood culrure contaminarion

Fuente: Donskey & Abhisek, 2016, p.2
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Usos de la clorhexidina como antiséptico en pacientes e instrumentos médicos

Esta seccion busca realizar profundizar acerca del amplio uso que presenta la
molécula de clorhexidina en sus diversos ambitos hospitalarios y realizar una narracion
acerca de la importancia de una correcta técnica de asepsia junto con el correcto uso de este
antiséptico, ademas de buenas practicas de almacenamiento del mismo, ya que de nada
sirve darle un buen uso, si se almacena de manera incorrecta, esto basado en fuentes

bibliogréficas de diversos autores.

Segun la Organizacion Mundial de Salud [OMS] (2017), en su Guia para la
Prevencién y Control de Infecciones Asociadas a la Atencidn de Salud: Recomendaciones
Basicas, la evidencia cientifica disponible indica que las intervenciones con mejores
resultados son aquellas cuyas practicas solo se admiten si se realizan de forma correcta, es
necesario establecer y asegurar el cumplimiento de medidas que permiten modificar las
conductas del equipo de salud y en las que se pueda mantener adherencia sostenida en el
tiempo y que puedan demostrar eficacia a largo plazo. Las estrategias basicas
recomendadas en el documento son: 1) disponibilidad de directrices o descripcion de qué
debe hacerse; 2) capacitacion; 3) evaluacion, y 4) generacion de cultura y cambios de
conducta (p. 8)

Segun Larraflaga y Fernandez (2012) en la Guia de Prevencion de Infecciones
Hospitalarias mencionan el control de la infeccidn hospitalaria es un indicador de la calidad
de la atencion de las instituciones de asistencia médica. Dicho programa elaborados por los
autores mencionados, tiene como objetivos: proteger al paciente, proteger al personal de
salud, visitas y personas que ingresen al ambiente hospitalario, también busca reducir el
indice de las infecciones noso-comiales, el tiempo de internacion y los costos que estos
llevan. La forma maés efectiva de evitar la infeccion, es impedir su transmision de paciente a
paciente y de paciente a personal de la salud, el aislamiento esta dirigido a romper la
cadena de transmision. Todos los pacientes deber sometidos a medidas que minimicen una

posible transmision de patdgenos, conocida como precaucion estandar (p. 5).
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La precaucion estandar se aplica para todas las personas que se encuentren en el
centro de salud, comprende lavado de manos, colocacion de guantes limpios, siempre que
se esté en contacto con sangre o cualquier fluido corporal, mucosas, piel no intacta u
objetos contaminados. El uso de guantes no exime el lavado de manos antes de ponérselos
y al quitarselos. Se debe cambiar los guantes entre paciente y paciente. En la habitacion se
debe mantener siempre una distancia mayor de un metro entre paciente y paciente. La
puerta debe permanecer abierta y la ventilacion ser adecuada (Larrafiaga y Fernandez,
2012, p. 5).

El material debe ser procesado después del uso de acuerdo con las normas vigentes
en la Institucion de limpieza, desinfeccion o esterilizacion, y de acuerdo a su clasificacion:
critico, el que penetra en el torrente sanguineo o invade sitios estériles, semi-critico, entra
en contacto con mucosas (Ej: aparatos de fibroscopia) y no critico (solo contactan con la
piel sana: estetoscopios, aparato de presion). El transporte de la ropa usada, debe hacerse
dentro de contenedores resistentes y de acuerdo al nivel de contaminacion de la misma. Los
instrumentos corto- punzantes seran colocados en contenedores de paredes resistentes a la
perforacion. Las habitaciones y los objetos proximos a la cama, se limpian con agua y

jabon y se desinfectan con agua e hipoclorito (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 5).

El objetivo de estas precauciones estandar proporcionadas por los autores Larrafiaga
y Fernandez. (2012), es proteger a paciente, al trabajador y evita la transmision, de haber

casos que necesiten aislamiento se busca:

Tabla 6. Precauciones emitidas por los autores Larrafiaga y Fernandez

1. Habitacion individual Es lo ideal de no ser posible se realiza
aislamiento de cohorte (pacientes con igual
enfermedad infecciosa o microorganismo,

pueden compartir la habitacion).

2. Usar siempre guantes limpios no | Esta practica se recomienda antes de

estériles cualquier contacto con el paciente, o su
entorno.
3. Aplicacion de alcohol gel Siempre antes de colocarse y después de

retirarse los guantes
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4. Usar equipamiento de proteccion | Equipo como: sobretinica, tapaboca,
personal lentes), si se valora que en la atencién se
tendra contacto con el paciente, fluidos

organicos o instrumental

Esfigmomanometro, estetoscopio, | Se recomienda que sea exclusivo para cada
termometro, alcohol gel paciente para evitar la transmision cruzada
5. Bolsa roja y negras Las bolsas negras para residuos comunes y

la bolsa roja para residuos con riesgo de

infeccidn, en cada habitacion.

6. Bolsa transparente Para la recoleccion de la ropa de cama en
la habitacion

7. Articulos de limpieza Exclusivos para la habitacién

8. Limitar los traslados del paciente Dependiendo del grado de aislamiento las

medidas aumentan su nivel de severidad
(Ej: ante la sospecha de microorganismo
que se pueden transmitir por particulas
menor a 5 micras que quedan suspendidas

en el aire).

9. Toda persona que entre a la habitacion, | Debe usar una mascarilla de alto nivel de
de pacientes infectados con | proteccion respiratoria (modelo N95).

microorganismo menores de 5 micras

10. Flujo de aire de las instalaciones El aire fluya desde el pasillo hacia el
exterior del edificio, lo ideal es de 6 a 12
cambios de aire por hora, para ello hay que

mantener las puertas cerradas.

Fuente: Elaboracidn propia basado, Larrafiaga y Fernandez,2012, p. 6.

La higiene de manos deber ser un habito para los trabajadores del area de salud y el
controlar de su adhesion es un desafio para los comités de infecciones, es la medida mas
simple y més efectiva para prevenir dichas infecciones. El termino higiene de manos aplica

a: lavado de manos (el cual se lleva a cabo con detergente comdn (jabon) y agua sin
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antiséptico. El lavado de manos antiséptico: Lavado con agua y un detergente (jabdn)
conteniendo un agente antiséptico. Lavado a quirtrgico de manos: Se refiere al lavado de
manos antiséptico o friccion de manos antiséptica, realizado por el personal del equipo
quirdrgico para eliminar la flora transitoria y reducir la flora residente. El antiséptico debe

tener actividad antimicrobiana persistente o residual. (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 23).

Figura 43. Los 5 momentos para el lavado de manos

SN O R TR T O R R W R W W ey

Fuente: (Larrafiaga, Fernandez (2012), p.24).

De igual manera la Organizacion Mundial de Salud [OMS] (2017) en su Guia para
la Prevencién y Control de Infecciones Asociadas a la Atencion de Salud:
Recomendaciones Basicas, menciona generalidades sobre la importancia del lavado de
manos debido a la presencia de dos tipos de flora microbianas; la residente la cual se
encuentra normalmente colonizada con microorganismos, principalmente bacterias de
géneros, tales como Propionibacterium, Corynebacterium, Staphylococcus coagulasa
negativa y Acinetobacter spp. Bajo las ufias también pueden encontrarse levaduras, como
Candida parapsilosis. La flora residente estd conformada por microorganismos que viven
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regularmente en los niveles superficiales del estrato corneo de la piel y no puede ser
totalmente eliminada. Pueden ocasionar infecciones al entrar en contacto con cavidades
normalmente estériles, mucosas y conjuntiva o soluciones de continuidad de la

piel/discontinuidad de la piel del huésped. (p. 30)

De manera similar la Organizacién Mundial de Salud [OMS] (2017) en su Guia para
la Prevencion y Control de Infecciones Asociadas a la Atencion de Salud:
Recomendaciones Basicas, mencionan la microbiota transitoria los cuales son
microorganismos que no suelen residir sobre la piel. Se adquieren mediante contacto con
superficies animadas o inanimadas contaminadas con microorganismos, no se mantienen
permanentemente y son susceptibles de remocion mediante la higiene de manos. Pueden ser
de distinto tipo, como bacterias de la especie Staphylococcus aureus, bacilos Gram
negativos, hongos, virus. Ademas, mencionan la principal fuente de contaminacion de las
manos del personal de salud son los pacientes infectados y, en ocasiones, tambien los
pacientes colonizados con microorganismos patégenos (como es el caso de los recién

nacidos en las unidades de cuidados intensivos neonatales) (p. 31)

De manera similar la Organizacion Mundial de Salud [OMS] (2017) en su Guia para
la Prevencién y Control de Infecciones Asociadas a la Atencién de Salud:
Recomendaciones Basicas. Al reducir el nUmero de microorganismos presentes en las
manos (principalmente flora transitoria), la higiene de ellas es una de las estrategias mas
eficaces para prevenir la transmision cruzada de microorganismos que causan IAAS. No
obstante, la practica no siempre es suficiente por si misma para prevenir las IAAS, aungue
si es el componente mas importante de las precauciones estandares. Entre las precauciones
estandares se han descrito dos tipos de métodos de higiene de las manos: 1) lavado con
agua y detergente o jabon, con o sin antiséptico (clorhexidina, povidona yodada) y 2)
frotacion de las manos con soluciones de alcohol. Cualquiera de los dos tiene por objeto

eliminar la suciedad, la materia organica y la flora o microbiota transitoria (pp. 31-38).
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Figura 44. Infograma de la OMS acerca de como lavarse las manos
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Segun Nufiez (2015), menciona el correcto lavado de quirtrgico y ademas sefiala la
marca comercial (Avagard) la cual es gluconato de clorhexidina al 1% y alcohol etilico al
61% el mismo viene en una presentacion de 500ml y 1.2 L cuya indicacion el ser

antiséptica para manos con humectantes para el personal quirargico y cuidados de la salud.

Tabla 7. Lavado de manos quirargico

Lavarse las manos y antebrazos con antiséptico (clorhexidina o povidona yodada, de 3 a

5 ml) durante 2 minutos, insistiendo en espacios interdigitales.

Aclarado con agua

Cepillarse las ufias con cepillo estéril durante 30 segundos cada mano con la zona de

puas del cepillo

Enjabonarse de nuevo las manos y antebrazos durante 2 minutos con la parte de esponja

del cepillo

Aclarado desde las puntas de los dedos hasta llegar a la altura del codo

Secado, sin frotar, con toalla de papel o pafio estéril

Fuente: Elaboracion propia basado en Nufiez, 2015.

Segln los autores Dicks et al. (2016) en su articulo “A Multicenter Pragmatic
Interrupted Time Series Analysis of Chlorhexidine Gluconate Bathing in Community
Hospital Intensive Care Units” el estudio incluyé 33 hospitales comunitarios que
participaron desde enero de 2008 hasta diciembre de 2013, 17 hospitales implementaron
bafios con gluconato de clorhexidina y 16 hospitales sirvieron como controles,
determinaron si el bafo diario de gluconato de clorhexidina de pacientes en la unidad de
cuidados intensivos,. Los resultados demostraron una tendencia descendente de las
infecciones adquiridas en los hospitales que implementaron bafios con gluconato de

clorhexidina (pp. 1-7).

Los autores Reese et al. (2017), en su articulo: Hospital-wide chlorhexidine
gluconate bed bathing protocol: A cross-sectional study in a single hospital. Tiene como
objetivo determinar la compresion de las practicas de bafio en cama a lo largo de un periodo

de tiempo, la cual fue por medio de encuestas realizadas antes de la intervencién 6 y 18
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meses después de la intervencién. El bafio de cama es una actividad de enfermeria que
mejora la higiene del paciente, ayuda a la relajacion y estimula la circulacion ademas
permite evaluar la movilidad del paciente, la integridad de la piel. EI uso el jabén de
gluconato de clorhexidina como antiséptico topico ya que reduce la colonizacion de la piel
hasta por 24 horas (p. 1)

Los autores Reese et al. (2017), demostraron la implementacion exitosa y la
sostenibilidad de un protocolo estandarizado de bafio de cama, en este estudio, se realizd un
seguimiento de la adherencia a los 6 y 18 meses despues de la intervencion a través de
encuestas de personal. Aunque el cumplimiento del nuevo protocolo no se realizd un
seguimiento individual, las respuestas de la encuesta revelaron que los encuestados en su
conjunto estaban realizando mas del protocolo en comparacién con la linea de base,
Ademas, las respuestas de la encuesta fueron del personal de enfermeria de cuidados
intensivos y cuidados criticos, lo que demuestra que el protocolo puede ser utilizado por

una variedad de personal para diferentes niveles de agudeza de pacientes (pp. 2-3).
Prevencion de las infecciones relacionadas a dispositivos intravasculares

La utilizacion de catéteres intravasculares con fines diagnosticos o terapeuticos es
cada vez mas frecuente, los catéteres venosos centrales (CVC) son el origen del 90% de las
bacteriemias hospitalarias. Los microorganismos responsables son aquellos cuyo habitat
natural es la piel. La colonizacién desde la superficie cutanea del paciente o por
colonizacion exogena de la piel a través de las manos del personal de la salud, permite que
los mismos migren por la superficie externa y alcancen la punta del catéter y la superficie
intravascular a traves de la fibrina que se constituye tras la insercion del mismo. Conocida
como via extraluminal, es el mecanismo responsable en el 70-90% de los casos, en especial

en los primeros diez dias de insertado el catéter (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 25).

La colonizacion endoluminal ocurre cuando las bacterias acceden por el interior del
catéter desde las conexiones de este, favorecido por la manipulacion del personal, esta
involucrada en el 10-50% de los casos de infecciones asociadas a dispositivos
intravasculares. Es el mecanismo principal en catéteres utilizados para la alimentacion
parenteral, sobre todo cuando se utilizan infusiones con lipidos y en especial en aquellos

cuya utilizacion excede los diez dias, lo cual supone una mayor manipulacion de llaves y
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rampas. Los catéteres de polivinilo y de polietileno son mas trombo-génicos y favorecen
méas la adherencia de los microorganismos que los de teflon, poliuretano o silicona
(Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 25).

Algunas de las recomendaciones dadas por Larrafiaga, Fernandez (2012), son:

“Inspeccionar visualmente el sitio y palpar el sitio de la insercion para ver si
hay signos de flebitis como lo son inflamacién y dolor o signos de infeccion, la vena
subclavia es el lugar de preferencia, la vena yugular y femoral son alternativas
validas, pero con mayor riesgo de infeccién. La fijacion del catéter debe ser
suficientemente firme para evitar la salida accidental del catéter y su movilizacion
en el sitio de insercion. Hay que evitar que los puntos de fijacion impidan la
inspeccion visual del punto de insercion. Una vez colocado el catéter se cubrira con
gasas estériles, se deben de evitar las curaciones voluminosas que dificulten la
palpacion de igual manera no estd indicado el uso de polvos o pomadas con

antibidticos en la curacion “(p. 25).

Figura 45. Paquete de medidas para la prevencién de bacteriemias asociadas a CVC

MEDIDAS PARA LA INSERCION MEDIDAS DE MANTENIMIENTO
Higiene de manos Higiene de manos
Uso de medidas de maxima barrera Manipulacion higiénica del catéter
Limpieza y desinfeccion de la piel con Desinfeccion de la piel con clorhexidina
clorhexidina jabonosa y alcohélica alcoholica al 2% al curar cada 48 hs. y

retirar el catéter

Evitar acceso femoral Retirar vias innecesarias

Fuente: Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 25.

Segun los autores Diomedi et al. (2017) mencionan en prevencion de la infeccion
asociada a CVC. En un estudio clinico prospectivo, aleatorizado, se comparé clorhexidina
2%, yodo povidona 10% y alcohol 70% en la prevencion de infecciones asociada a catéter
venoso central o arterial. Clorhexidina fue asociada con la incidencia de infeccion mas baja

2,3 por 100 catéteres versus 7,1 en el grupo de alcohol y 9,3 en el grupo yodo povidona.
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Los autores concluyen que clorhexidina 2% es mejor que yodo povidona 10% o alcohol
70% para la antisepsia cutanea antes de la insercion de un dispositivo vascular y, su
posterior aplicacion para el cuidado del sitio post insercion reduce sustancialmente la

incidencia de infecciones relacionadas a este dispositivo (p. 163).

Preparacion de la medicacion de uso intravenoso conlleva primeramente a un lavado
de mano seguido de una inspeccion visual del medicamento (turbidez, particulas extrafas,
fecha vencimiento), realizar la desinfeccion de los tapones de los medicamentos y/o sachets
de sueros con torundas embebidas con alcohol al 70%. Los sachets de sueros se cortaran
con tijera previamente desinfectada con alcohol al 70%, cada vez que se realice el corte.
Preparar la medicacion segun la indicacion y corroborar lo indicado al paciente con los

datos que estan en la receta de medicacion (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 32).

La administracion intravenosa del medicamento se da con la corroboracion de la
medicacion preparada corresponda al paciente, verificando nombre y nimero de cama.
Colocar el medicamento en un lugar limpio y proceder a retirar el tapon del cierre de la via
y colocar la jeringa si es una via venosa periférica corroborar que la via esté permeable:
aspirando y observando que venga sangre. Inyectar el medicamento a infundir en forma
lenta controlando la aparicion de complicaciones, como: infiltracién, ardor, dolor,
enrojecimiento en la zona, cerrar la llave y colocar el tapon. Colocar el material usado en la
bandeja y retirarla de la habitacion proceder con lavado de manos y registrar en la historia

clinica de la medicacion administrada (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 32).

En la prevencion de las infecciones relacionadas con los liquidos de infusion se
controlar los recipientes de fluidos parenterales observando si hay turbidez, roturas o
presencia de particulas extrafias y controlar la fecha de vencimiento. En lo posible usar
aditivos y/o medicacion de dosis Unica. Si se utilizan multidosis y estan contenidas en
ampollas éstas deben desecharse. Si las multidosis estan envasadas en frasco ampolla, se
debera de limpiar el tapon de goma con alcohol al 70% cada vez que se vaya a utilizar.
Utilizar elementos estériles cada vez que se accede a un frasco de multidosis, evitando la
contaminacion antes de puncionar el tapon de goma. Descartar los frascos de multidosis

ante la sospecha de contaminacion o cuando alcanzd la fecha de vencimiento. Completar la
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infusion de las soluciones de lipidos en un periodo no mayor a 12 horas. Completar la

infusion de sangre o derivados en 4 horas (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 33).

Los catéteres para hemodialisis, constituyen al igual que otros dispositivos invasivos
un factor de riesgo para la infeccion hospitalaria. Entre las recomendaciones de actuacion
destacan las siguientes normas: De ser posible el paciente debe realizarse un bafio
preoperatorio en ducha, lavado de cabello con jabdn liquido antiséptico. Si el paciente se
encuentra en cama, imposibilitando el bafio de ducha, se debe realizar bafio en cama con
igual producto. La curacion de sitio se debe realizarse con gluconato de clorhexidina
alcohdlica al 0.5% y la curacion debe ocluir totalmente el catéter. El profesional en salud
usara precauciones de barrera como (gorro, tapaboca, guantes estériles) (Larrafiaga y
Fernandez, 2012, p. 37).

La neumonia asociada a ventilacién es la que se desarrolla en pacientes durante la
asistencia respiratoria mecanica, luego de 48 horas de intubacion. Las medidas generales
conllevan a lavar los equipos antes de ser esterilizados o desinfectados, Para reutilizar
material semi-critico, se debera esterilizar o aplicar desinfeccion de alto nivel, el material
semi-critico: es aquel que entra en contacto directo o indirecto con la mucosa del tracto
respiratorio. Comprende: mascara, tubo oro-traqueal, ambu, humidificadores, circuitos del
respirador, broncoscopio, palas de laringoscopio, pieza bucal de aparatos de medidas
respiratorias, nebulizadores, catéter nasal, tubo de mayo, sonda de aspiracion (Larrafiaga,
Fernandez (2012), p. 38).

Los autores Diomedi et al. (2017) realizaron un estudio que evaluo la efectividad de
la solucién de clorhexidina en la prevencién de NAVM vy la colonizacion oro-faringea
mediante descontaminacion oral con 15 ml de clorhexidina 2% versus un aseo con solucién
salina (NaCl 9 %). Un total de 102 pacientes fueron incluidos en el grupo con clorhexidina
y 105 en el grupo de solucién salina, demostrandose una reduccion en la tasa de NAVM de
21 a 7 por 1.000 dias de ventilacion mecénica (p = 0,04). Como eventos adversos se evalué
la irritacién de la mucosa oral siendo de 9,8% para el grupo de clorhexidina y 0,9% para el
grupo con solucion salina. EI Consenso Chileno de NAVM, recomienda la implementacion
del aseo de la cavidad oral con clorhexidina, por ser eficaz en la disminucion en la

incidencia de NAVM; y aparentemente ser costo-efectiva (p. 163).
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Por otra parte, otro estudio publicado por el autor Klompas (2017), menciona qua la
neumonia asociada al ventilador sigue siendo una complicacion comun y morbida de la
ventilacion mecanica. Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de EE.
UU. Estiman que el VAP (neumonia asociada a ventilacion mecénica), actualmente afecta
al 6.6% de los pacientes con ventilacion mecanica, lo que corresponde a 50,000 casos por
afio solo en los Estados Unidos. Los componentes de los paquetes de ventiladores de
diferentes hospitales varian ampliamente, pero el 80% incluyen un enjuague antiséptico de

gluconato de clorhexidina.

Durante afios, muchos trabajos han recomendado el cuidado oral de rutina con
clorhexidina en pacientes con VM (ventilacion mecénica), pero se muestra resimenes de
los ensayos controlados aleatorios que se han evaluado el impacto de la clorhexidina y el
posible riesgo de aumento de la mortalidad, esto debido a que una fraccion de los pacientes
puede aspirar algo de clorhexidina en el parénquima pulmonar que desencadena el
sindrome de dificultad respiratoria aguda. Los datos que respaldan esta hipétesis incluyen
un informe de caso sobre un paciente que desarroll6 SDRA fatal después de la inhalacion
de clorhexidina y observaciones de pacientes que aspiraban durante el cuidado bucal
(Klompas, 2017, p. 3).

El autor Klompas (2017), menciona los estudios en ratas han confirmado que la
instilacion traqueal de una dosis Unica de clorhexidina puede desencadenar una lesion
pulmonar aguda. incluyendo hemorragia perivascular e intraalveolar, congestion pulmonar
y fibrosis, el riesgo de la lesion va a depender de la concentracién, la dosis utilizada de
clorhexidina en el estudio fue de 300 uL/kg es decir 18ml de solucidn en una persona de
60kg. Otro de los efectos adversos mencionados es la propension de la clorhexidina a
manchar los dientes se conoce desde hace mucho tiempo, pero mismo autor sefiala otro
efecto adverso oral, el cual es la lesion erosiva de la mucosa oral en un 10% de los

pacientes asignados al uso diario con digluconato de clorhexidina 2% (p. 5).

De igual manera las directrices publicadas por la Sociedad para la Epidemiologia de
la Atencion Médica de EE. UU sobre las estrategias para prevenir a VAP es reducir la
atencion oral con clorhexidina de una préactica rutinariamente recomendada para todos los

hospitales a una préactica especial reservada para hospitales que tienen tasas de VAP
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persistentemente altas. De manera similar, la Sociedad de Cuidados Intensivos del Reino
Unido ahora recomienda no usar clorhexidina oral para pacientes de cirugia no cardiaca.
(Klompas, 2017, p. 5).

La infeccion urinaria es la infeccion hospitalaria mas frecuente, representa el 40%
de estas. El 80% esta asociado con sonda vesical y el 5 a 10% del restante, se asocia a otras
maniobras invasivas sobre la via urinaria. Al 25% de los hospitalizados se les coloca un
catéter en la via urinaria. Prolongan entre 2 a 4 dias el tiempo de internacion y aumentan
mas de 500 ddlares los costos de internacion por cada episodio. Las principales
consecuencias de la infeccion urinaria asintomatica son: La posible progresion hacia
pielonefritis, bacteriemia y sepsis, Seleccion de cepas resistentes favorecido por la presion
antibiotica, Que constituya un reservorio de bacterias hospitalarias, posibilitando una fuente

de infeccidn cruzada. (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 41).

El ascenso de los patdgenos responsables de la infeccion ocurre sobre todo por dos
vias: Intraluminal a contracorriente, favorecida por la contaminacion de la bolsa colectora,
en estos casos se infectan durante las 48 horas que siguen al cateterismo y se atribuye a
defectos en la técnica de colocacion del catéter. Extraluminal, se presentan mas alejados
con relacion al momento de la colocacion. Este Gltimo mecanismo, es debido a la
formacion de una pelicula biolégica formada por sustancia organica e inorganica
procedente de restos celulares, bacterianos y bacterias, que crece entre el catéter y la pared

de la uretra (Biofilm) (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 42).

Los microorganismos proceden de la flora propia perineal del paciente, como
Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus spp y Acinetobacter,
producto de la colonizacion previa por infeccion cruzada, trasmitida por las manos del
personal asistencial. Las siguientes recomendaciones se desarrollan para pacientes que
requieren cateterismo vesical transitorio, considerado aquel cuya duracién no es mayor de
21 dias y excluye los pacientes con requerimiento de cateterismo prolongado o a
permanencia. Colocacion por personal entrenado y realizar entrenamiento periodico en la

técnica de colocacion y manipulacion. (Larrafiaga y Fernandez, 2012, p. 42).

Los autores Larrafiaga y Fernandez (2012) menciona que estd demostrado que los

catéteres permanecen mas tiempo del necesario. Realice higiene de manos inmediatamente
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antes y después de insertar y/o manipular la sonda vesical, insertar la SV usando técnica
aséptica y equipamiento estéril (inclusive el lubricante). Usar para la insercion, guantes
estériles, solucion estéeril para la limpieza peri-uretral y un lubricante unidosis estéril.
Mantener un flujo de orina sin obstruccion. Mantener el catéter y el tubo de conexion libre
de acodaduras. Mantener la bolsa de colectora por debajo del nivel de la vejiga todo el

tiempo. No apoyar la bolsa en el piso (p. 42).

Las infecciones del sitio quirargico (ISQ), son junto con las neumonias, sepsis e
infecciones urinarias, los cuatro tipos de infecciones hospitalarias mas frecuentes. Las 1SQ
representan aproximadamente el 25% del total de las IH. Las recomendaciones pre-
operatorias son: La estadia pre operatoria debe ser tan breve como sea posible y se debe
evitar la hiperglicemia peri- operatoria. Recomendar bafio higiénico la noche anterior a la
cirugia de preferencia en ducha, limpiar y lavar ampliamente el sitio quirargico para
remover la contaminacion de la piel antes de la antisepsia pre —operatoria. Para toda cirugia
la higiene corporal se realizara con clorhexidina detergente al 4 (Larrafiaga y Fernandez,
2012, p. 42).

No se utiliza clorhexidina detergente en cirugias, craneo facial, oftalmoldgica y
cirugia de oidos, por la toxicidad de la clorhexidina sobre estos tejidos, debe usarse jabon
neutro o yodoforos en base detergente. El lavado de manos pre operatorio se realizard por
un minimo de 2 a 5 minutos con jabdn con gluconato de clorhexidina al 4 %, desde las
manos y antebrazos hasta los codos. Mantener las manos elevadas después del cepillado,
con los codos flexionados de forma que el agua escurra a partir de los dedos en direccién a
los codos. Secar con toalla estéril y colocar guantes estériles. (Larrafiaga y Fernandez,
2012, p. 42).

Segun los autores Diomedi et al (2017) mencionan que la prevencién de infeccion
de herida operatoria. En diferentes estudios de uso de gluconato de clorhexidina (CHG) en
cirugia se destaca que la incidencia de ISQ después de cirugias abdominales limpia-
contaminadas fue menor en el grupo que uso CHG en la preparacién de la piel 10,8 versus
17,9% en el grupo que uso povidona yodada (PI). En cirugias de cesareas se observo
beneficio al utilizar gluconato de clorhexidina en base alcohodlica versus povidona en base

alcohdlica; la tasa de infeccion fue de 4% en el grupo de CHG-OH versus 7,2% en el grupo
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de I-OH con un RR 0,55 (IC 0,34-0,9) p = 0,0236. En cirugias limpias, en poblacion adulta
se observo que, al comparar el uso de gluconato de clorhexidina en base alcohdlica versus
povidona yodada en preparacion de piel, la tasa de infeccion fue de 9,5% versus 16,1 (p.
162)

Segun las autoras Rivera, Martel y Azucena (2017) mencionan como tiene que ser

la preparacion, pero-operatoria del paciente:

Tabla 8. Preparacion, pero-operatoria del paciente

1.- La zona operatoria y el area circundante deben ser preparadas con soluciones
antisépticas, como son Povidona lodado al 10%, Gluconato de Clorhexidina al 4%,
alcohol etilico de 70 grados, este ultimo en caso de alergia demostrada a los antisépticos

anteriores. Nunca deben emplearse soluciones desinfectantes.

2.- El antiséptico que se usaré en la pincelacion de la piel debe estar de acuerdo con el
jabdn que se uso para el lavado de la zona operatoria, para evitar incompatibilidades con
compuestos amoénicos como jabones y detergentes corrientes. Los antisépticos no deben

mezclarse.

3.- Para evitar quemaduras quimicas no se debe permitir que los antisépticos se acumulen

bajo el paciente

4.-Se debe esperar el tiempo suficiente para que los antisépticos se sequen antes de poner
los campos estériles, ya que forma una pelicula de antiséptico que permite aumentar su

eficacia y la duracion de su accion.

5.- La preparacion de zonas quirdrgicas, como mucosas, piel quemada, piel traumatizada,

se debe realizar con solucion salina a una temperatura de 30 a 35 grados centigrados.

Fuente: Elaboracion propia basado en Rivera, Martel y Azucena, 2017.

Partiendo de la premisa, de que la administracion topica serd mas efectiva, si
permanece el principio activo en contacto con las areas de la mucosa lesionada durante més

tiempo, nos encontramos con que en la cavidad oral este aspecto es especialmente complejo
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por la intervencion de factores como la secrecion salival o los movimientos buco linguales.
Por ello, solo se pueda aumentar el tiempo de permanencia del farmaco en la boca de dos
maneras: incrementando voluntariamente la retencion del mismo por parte del paciente o
incorporando a las formulaciones galénicas sustancias que favorezcan la adhesion a la
mucosa. Ademas, debido a la continua dilucion salival del principio activo y la deglucion
involuntaria por parte del paciente, existe un alto riesgo de que se pierda la mayor parte del

medicamento (Castro et al., 2016, p. 2).

Por esta razon, la investigacion de los autores Castro, Vallejo & Barbosa (2016),
busca el desarrollo de un sistema polimérico a base de pululano cargado con clorhexidina,
ya que su capacidad mucoadhesiva permite fijar el farmaco a la dentina, o superficie del
diente, gracias a un mayor tiempo de contacto sobre la mucosa oral. Los sistemas orales
con propiedades mucoadhesiva representan matrices adecuadas para incorporar una gran
variedad de farmacos, actualmente, estos sistemas son preferidos para el desarrollo de
medicamentos de aplicacion oral por sus ventajas, como los prolongados tiempos de
residencia y la estabilidad del farmaco, los autores concluyen la investigacion con la
demostracion de la utilidad de pululano (polimero biodegradable) como un soporte

polimérico versatil.

Las peliculas de pululano, sin estar en combinacion con otros polimeros, tienen
excelentes propiedades mecénicas y de transporte, lo cual permite que estas se fijen a
cualquier superficie de la mucosa bucal y, ademas, facilitan el paso de los fluidos
bioldgicos a traves de sus cadenas poliméricas cediendo el farmaco de eleccion. Los
estudios de liberacién demostraron que ambos sistemas poliméricos entregan el principio
activo en su totalidad, permitiendo prever su posible eficacia frente a las infecciones de la
boca. Los sistemas poliméricos cargados con el principio activo clorhexidina digluconato,
objeto de estudio en el presente trabajo, demuestran efectividad, inhibiendo el desarrollo de

microorganismos como bacterias y levaduras (Castro et al. 2016, p. 2).
Almacenamiento de antisépticos

Segun los autores Moreno, Schade, Rivero, Smith (2015) en el articulo de revista,
Recomendaciones practicas para la antisepsia y desinfeccion menciona como almacenar los

antisepticos:
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Tabla 9. Almacenamiento de los antisépticos

Los frascos de antisépticos y desinfectantes deben ser almacenados en un lugar destinado
exclusivamente para ello, protegido del polvo, la contaminacion y a temperatura

ambiente.

Una vez abiertos los frascos, no podrén volver a guardarse en el mismo sitio.

Durante el tiempo de almacenamiento, deben permanecer sellados.

Debe evitarse mantener stock en los Servicios Clinicos. Si se hace, debe ser pequefio.

Siempre deberdn almacenarse los frascos de acuerdo a su fecha de vencimiento y su

salida ser& dando prioridad a aquellos con mayor tiempo de almacenamiento.

Ademas, mismos autores sugieren recomendaciones generales sobre el uso de los

antisépticos

En los frascos de antisépticos debera colocase la fecha de apertura en la etiqueta.

En caso de que se encuentre abierto, verificar vigencia del producto.

No debe almacenarse excedentes o remanentes de antisépticos para dias posteriores.

Los antisépticos que encontrandose abiertos no tengan fecha de apertura en envase, se
consideraran vencidos. Los antisépticos no se deben trasvasar, ni rellenar en ninguna area

del Hospital.

No se deben aplicar sobre la piel dos 0 méas agentes quimicos simultaneamente, ya que se

altera su accion

Los antisépticos siempre se aplican en superficies sobre las cuales se ha hecho
previamente una limpieza por arrastre ya que se inactivan en presencia de materia

orgéanica.

Las torulas que se usan para antisepsia de la piel, en la administracion de medicamentos,
deben impregnarse con la solucion antiséptica al momento de realizar el procedimiento
para evitar la contaminacion y evaporacion del producto. No se deben preparar torulas

con antiséptico en forma previa.

Cuando se utilice el antiséptico en grandes superficies cutaneas, hay que considerar el

grado de absorcion y la posible toxicidad sistémica.
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Tapar los antisépticos y desinfectantes con su tapa original. Nunca se deben tapar
utilizando cubiertas de metal, algodon, gasa, corcho o pape

Los desinfectantes deben diluirse de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, estas
deben ir con rétulo que contenga los siguientes datos: Nombre del funcionario que
diluye, porcentaje de dilucion y fecha.

No deben mezclarse en un mismo recipiente desinfectantes de distinta composicion.

Fuente: Elaboracion propia basado en Moreno, Schade, Rivero, Smith, 2015, pp. 67-69.
Elaboracion de los analogos de clorhexidina

En este apartado se describe el proceso que se llevo a cabo para la elaboracion de
los 51 analogos de la molécula de clorhexidina (Anexo 1), se partid6 de un analisis
fisicoquimico de la molécula original de clorhexidina, para analizar que tanto cumplia la
misma los parametros fisicoquimicos establecidos por los filtros de druglikeness de
Lipinski, Ghose, Muegge y Veber, (Tabla 10). De igual manera se sabe que estos filtros
tienen como objetivo garantizar una buena biodisponibilidad oral de los farmacos, al igual
de la permeabilidad de los fArmacos a través de las membranas biolégicas y sabiendo que la

molécula de clorhexidina tiene su accion antimicrobiana en el exterior del cuerpo (piel).

Se observé por medio de los andlisis in silico elaborados que entre mas cumplan los
analogos de la molécula de clorhexidina los pardmetros fisicoquimico més afinidad tendran
los analogos hacia sus dianas moleculares, en este caso los componentes de membrana
bacteriana (fosfatoetanolamina (PE), fosfatoglicerol (PG) y cardiolipina (CA), (Anexo 1).
Los mejores 3 anadlogos de clorhexidina son el # 6, # 36 y # 41 para los que se determinaron
propiedades fisicoquimicas y propiedades de druglikeness (Tablas 11-13). La eleccién de
los mejores analogos producidos se basé en sus resultados de las energias de unién que

tuvieron con los componentes de membrana bacteriana mencionados, (Tabla 15).
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Tabla 10. Propiedades fisico-quimicas y cumplimiento de los filtros de druglikeness de la
molécula original de clorhexidina

Clorhexidina

PO

~—
INSCLU
Férmula empirica C22H30CI2N10 Refractividad  molar | 143.43
(MR)
Masa molecular 505.45g/mol Area de superficie 167.58 A2
polar topoldgica
(TPSA)
Numero de enlaces 17 Log Po/w consenso 2.79
rotables
NUmero de aceptores 4 Log S (delaney) -2.16
deH
NUmero de donadores 10 Log Kp (permeacion -9.33 cm/s
deH de la piel)
Lipinski MM>500 Muegge TPSA>150
2 violaciones Donadores H>5 3 violaciones Enlaces rotables >15
Donadores H >5
Ghose MM 160-480 Veber TPSA > 140
2 violaciones MR >130 2 violaciones Enlaces rotables > 10
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Se puede apreciar que la molécula original de clorhexidina (Tabla # 10). Presenta
diversas violaciones a los parametros fisicoquimicos establecidos por los filtros de
druglikeness. Se analiz6 a profundidad cada uno de los filtros, abordando el filtro de
Lipinski, primeramente, también conocido como la regla de los 5, ya que todos son valores
multiplos de 5. Empezando con la masa molecular debe ser menor 500 Da, la molécula
original de clorhexidina presenta un peso molecular mayor al establecido por el filtro de
Lipinski el cual es de 505.45g/mol, seguido de un log P menor a 5, lo establecido por el
filtro de Lipinski, la molécula si cumple este parametro ya que posse un log P de 2.79
indicando el grado de solubilidad que posee la molécula en medios lipofilicos.

Continuando con los valores de los &tomos capaces de aceptar y donar H, el filtro de
Lipinski establece que la molécula debe tener menos de 10 aceptores de H y menos de 5
donadores de H, la molécula original de clorhexidina cumple con el nimero de aceptores de
H, ya que posee 4 atomos capaces de aceptar hidrogeno los cuales son los grupos imina
presentes en la misma. Para el nimero de donadores de H, la molécula original de
clorhexidina posee 10 capaces de donar hidrogenos entre estos grupos destaca la larga
cadena hidrocarbonada que presenta la molécula original de clorhexidina, el filtro de
Lipinski establece que solo aceptan moléculas con menos de 5 &tomos capaces de donar H,
por ende, esta es una violacion que presenta a molécula junto con el peso molecular, para

los otros 2 parametros de Lipinski si los cumple.

La lipofilicidad de la molécula esta expresada en una relacion entre la solubilidad en
octanol y la solubilidad en agua representada (LogP). (Lipinski et al. 2001). Este valor es de
suma relevancia tomando en cuenta que la molécula es capaz de unirse a la region
hidrofébica del componente lipidico de la membrana celular, es decir las cadenas
hidrocarbonadas de PE, PG y CA, y la parte hidrolitica de los componentes de membrana
(grupo fosfato) van tener afinidad a la parte lip6fobica de la molécula, dichas afinidades
dan a aluciar que el mecanismo de accion de la molécula consiste en penetrar la membrana
celular e ir formando separaciones en la membrana que van ir contribuyendo a las fugas de

los componentes intracelulares de la bacteria llegando a ocasionar a lisis de la misma.
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A este mecanismo de accion se le suma la teoria de las atracciones de las cargas
negativas de la membrana celular con las cargas positivas de la molécula, la que bien esta
respaldada por la literatura y se sabe que esta molécula de clorhexidina estd cargada
positiva. Al igual los grupos donadores de H (10), fue mayor a lo establecido (5). Segun
Lipinski et al. (2001). Un excesivo nimero de donadores y aceptores de hidrégeno, afectan
la permeabilidad de la molécula a través de las membranas bioldgicas, por lo que se ha

observado que, a menor cantidad de donadores y aceptores, hay mayor permeabilidad.

A continuacién, se presenta el andlisis druglikeness del filtro proporcionado por
Ghose, el cual cabe destacar que es el mas estricto de los filtros, debido a su especificidad
de pardmetros ya que este se encarga del estudio de Log P cuyo rango es de -0.4 a 5.6 con
un rango de preferencia de 1.3 a 4.1. Para este parametro la molécula si lo cumple y entre el
rango de preferencia establecido por el filtro de Ghose ya que la molécula posse un log P de
2.79 como se menciond con anterioridad este filtro nos establece la lipofilicidad de la
molécula. Ghose establece un peso molecular de 160-480 Da con un rango de preferencia
de 230-390 Da, la molécula incumple este parametro debido a que su peso molecular es de
505.45g/mol y finalmente el filtro de Ghose nos establece que la molécula debe poseer una
refractividad molar de 40-130 con un rango de preferencia de 70-110, la molécula de
clorhexidina posee una refractividad molar de 143.43 es decir mucho mayor a los
establecido por el parametro del filtro de Ghose, (Tabla # 10).

La refractividad molar va influir directamente en la union con la diana debido a
fuerzas de atraccion, las interacciones electrostaticas resultan de la fuerza de atraccion entre
cargas positivas y negativas de dos moléculas. La fuerza de atraccidn entre estas cargas
opuestas conduce a tres principales tipos de interaccion: carga-carga, carga-dipolo y dipolo-
dipolo. Cuando se inducen los dipolos, la fuerza de interaccion depende del momento
dipolar y de la polarizabilidad, formando un complejo de transferencia de cargas. La
refractividad molar refleja los cambios en las propiedades debido a la polarizacion o a la
deformacion de las capas de electrones de los iones por la influencia de cargas vecinas. Por
esto la refractividad molar representa un descriptor molecular importante para aproximar

las interacciones con la diana (Schaeffer, 2008). (Cruz, 2015).
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Se continda con el analisis del filtro de Muegge el cual se encarga del estudio del
peso molecular, el cual lo establece de 200-600 Da, para este filtro la molécula de
clorhexidina si lo cumple ya que posee un peso de 505.45 g/mol, (Tabla # 10). También el
filtro de Muegge nos dice que la molécula debe poseer un Log P de -2 a 5, la molécula de
clorhexidina como se ha expuesto anteriormente si cumple este parametro (2.79). Para los
grupos aceptores y donadores de H, el filtro de Muegge establece que la molécula debe
poseer menos de 10 aceptores de H y menos de 5 donadores de H, la molécula de
clorhexidina cumple con la cantidad de atomos aceptores de H, ya que posee 4 &omos,
pero la cantidad de donadores si incumple ya que posee 10 atomos donadores de H. Por
otro lado, el filtro de Muegge nos establece que la molécula debe tener menos de 15 enlaces
rotables y la molécula original de clorhexidina viola este pardmetro establecido ya que
posee 17 enlaces rotables, (Tabla # 10), se puede decir que la molécula de clorhexidina es
muy flexible y esto se puede apreciar en el diagrama que aparece en la tabla 3. La zona
rosada en forma de rombo predice el espacio adecuado para una buena bio-disponibilidad

oral.

Ademas, el filtro de Muegge establece el pardmetro para el area polar superficial
topolégico (TPSA) el cual es de 150 A2y la molécula original de clorhexidina viola este
parametro establecido ya que posee un area polar superficial topoldgica de 167.58 A2,
(Tabla # 10). El area polar superficial esta definida por la superficie de las uniones de van
der Waals que ocupan los atomos de oxigeno y nitrogeno polares unidos a estos
heteroatomos, por lo que estan relacionados con los donadores y aceptores de hidrogeno.
Los farmacos administrados oralmente con un area polar superficial mayor a 120A
dificilmente se absorben de forma pasiva transcelular en intestino. Y los farmacos con un
area polar superficial menor al rango 60-70A, son practicamente permeables, pero tienen la
capacidad de ingresar a través de la barrera hemato-encefalica, factor que debe estar
condicionado al objetivo terapeutico de la molécula (Kelder et al., 1999). (Cruz, 2015). La
molécula de clorhexidina posse un valor méas elevado de lo proporcionado por el filtro de
Muegge (167.58 A2?), al ser un valor que determina la absorcion del farmaco en el
organismo no se le da mucho énfasis, pero se busca la optimizacion de este valor en los
analogos, para probar que entre mas parametros cumplan los analogos mejor afinidad de

unién presentan.
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Finalmente, se presenta el analisis de los parametros fisico-quimicos proporcionado
por el filtro de Veber, el cual se encarga del estudio de los aceptores y donadores de H, pero
este difiere a los otros pardmetros de los filtros ya que Veber solo menciona que la
molécula debe poseer menos de 12 aceptores y donadores de H y la molécula de
clorhexidina no cumple con este parametro segin los datos dados por el programa
SwissAdme, (Tabla # 10). Por otro lado, el filtro VVeber también tiene parametros para los
valores de TPSA el cual lo define como menor a 140 A2 y la molécula original de
clorhexidina viola este parametro ya que posee un valor de 167.58 A2 Y el ultimo
parametro que define el filtro de Veber son la cantidad de enlaces rotables que debe poseer
la molécula la cual debe ser menor de 10 enlaces rotables, la molécula original de

clorhexidina incumple este valor al tener 17 enlaces rotables, (Tabla # 10).

Se sabe que los enlaces rotables, el area polar superficial y la cantidad de donadores
y aceptores de hidrégeno son predictores para una buena biodisponibilidad oral, ademas los
mismos tienden a aumentar con la masa molecular de manera directa (Veber et al, 2002).
La masa molecular junto con el nimero de 4&tomos de la molécula y la refractividad molar,
se relacionan directamente con el tamafio molecular. Y el log P y la refractividad molar son
caracteristicas que influyen fuertemente con la unién de la diana mediante interacciones
hidrofébicas y fuerzas de van der Waals (Ghose et al, 1999) (Cruz, 2015). Para la molécula
de clorhexidina el nimero de enlaces rotables (17) sobrepasa los especificados por los
filtros, lo cual le proporciona a la molécula una mayor flexibilidad y libertad de
movimiento, dicha flexibilidad es buena para la molécula para que la misma busque la
mejor posicion de union con la diana. Pero también puede ocasionar que la molécula no
llegue a su destino debido a la flexibilidad de la misma y se una a otra diana molecular, al

tener grupos rigidos en la molécula se agrega selectividad por su diana.

Cuando una molécula se une a una diana, disminuye su libertad de movimiento, por
lo que pierde entropia, esto provoca que se oponga a las fuerzas de atraccion que impulsan
dicha union. Debido a esto, se sabe que si una molécula tiene mayor restriccion de
movimiento (rigidez), tendrd mayor afinidad, pues el cambio de entropia no serd tan
importante como para afectar la libertad de la molécula (Chang, Chen, & Gilson, 2007).
Ademas de la entropia, se involucra la entalpia, la cual compensa el cambio de entropia
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mencionado, esto se conoce como la cooperatividad a la unién. Una molécula con mayor
rigidez no tendra un cambio de entropia tan elevado por lo tanto esta sera mas facilmente

compensada por la entalpia (Ferrante & Gorski, 2012). (Cruz, 2015).

De igual manera la especulacion sobre el mecanismo, se respalda con el articulo de
los hermanos Epand (2009) el cual mencionan que la membrana juega un papel importante
en muchos de los mecanismos de toxicidad de estos agentes, ya sea como objetivo del
compuesto anti-microbiano, el cual dafiaria la membrana o como una barrera que el agente
antimicrobiano debe atravesar para acceder a un objetivo intracelular. Los mecanismos de
dafio a la membrana generalmente, se han centrado en cémo un agente cationico

antimicrobiano puede alterar la organizacién de la bicapa de la membrana formando poros.

El un mecanismo mas especifico para romper la barrera de permeabilidad de las
membranas que involucra al agente catiénico anti-microbiano que induce la separacién de
los componentes lipidicos, lo que resulta en la agrupacion de lipidos anidnicos y
posiblemente la formacién de defectos de limite de fase entre dominios lipidicos, los cuales
son responsables de las fugas intracelulares. En contraste, cuando los dominios lipidicos se
separan de manera aguda como consecuencia de la adicion de un agente antimicrobiano, no
hay tiempo suficiente para que la membrana se reorganice para acomodar este cambio en la
organizacion. Tal mecanismo puede ser particularmente importante para compuestos
antimicrobianos que tienen una secuencia rica en residuos cationicos Yy tienen flexibilidad
conformacional que puede adaptarse a la distancia entre cargas en la superficie de la
membrana (Epand & Epand, 2009).

Los factores que facilitarian la interaccion preferencial con los lipidos aniénicos y la

promocion de la segregacion de fases son:

1. La presencia de multiples grupos catidnicos que permiten que una molécula del

agente antimicrobiano interactle con varias moléculas de lipidos anionicos.

2. Una flexibilidad conformacional para facilitar la adopcion de una conformacion
en la que la distancia entre las cargas positivas coincide con la distancia entre los lipidos

anionicos en la membrana bacteriana después de la agrupacion.

3. Ser suficientemente hidrofdébico para dividir espontdneamente en una membrana.



187

Los mejores analogos elaborados a partir de la molécula original de clorhexidina,
son el analogo 6 (Tabla # 12), el analogo 36 (Tabla # 13) y el andlogo 41 (Tabla # 14). Por
otra parte, las tablas # 10, # 12, # 13, # 14, # 15 y # 16 fueron cuadros que se elaboraron de
manera propia para ayudar a la visualizacion de los resultados. La prediccion de los grupos
farmacoforos de la molécula se realizd experimentalmente, ya que conforme se iban
realizando las modificaciones y se creaban los analogos de la molécula original de
clorhexidina, se fue observando que grupos funcionales eran vitales para la molécula y su
respectiva actividad antimicrobiana esto por medio de sus energias de union a las dianas
moleculares (fosfatoetanolamina (PE), fosfatoglicerol (PG) y cardiolipina (CA)), (Anexo
1).

Uno de los multiples fundamentos que se tomaron en cuenta para la elaboracién de
los 51 anélogos (Anexo 1), fue la modificacion de diferentes grupos funcionales utilizando
técnicas de quimica medicinal como lo son: modificacion de grupos polares y no polares.
Se elaboraron anéalogos que tuvieran en su estructura grupos funcionales polares como
acidos carboxilicos, aminas, grupos funcionales como lo son hidrozonas, oximas, iminas,
amidas y grupos cetonicos. De estos grupos polares los grupos ceténicos arrojaron buenos
resultados a pesar de ser grupos electronegativos, por la presencia del grupo oxigeno, pero
se observo que estos presentan interaccion con las cabezas polares de los fosfolipidos de
membrana (PE, PG, CA). Ademas, se observo que al elaborar andlogos sin grupos amino en
la estructura no se obtenian buenas energias de unién con las dianas moleculares por lo cual
se determind que estos son grupos importantes para la actividad de la molécula. Por otro
lado, la agregacién de grupos no polares a diversos analogos como lo fueron grupos como:
éter, éster, epdxidos, benzaldehido y halogenuros de acido, no arrojaron buenas energias de

unién con las dianas ya mencionadas.
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También se utilizaron técnicas bioisosterismo clasico y el bioisosterismo no
clasico, las cuales se fundamentan como el remplazo de un atomo por otro que presente las
mismas propiedades fisico-quimicas, se sabe que el atomo de fluor (4.0) es mas
electronegativo que un &tomo de H (1.4), para nuestro objetivo se buscaba un atomo que
fuera menos electronegativo que el atomo de Cl presente en la molécula original de
clorhexidina, ya que segun la electronegatividad de Pauling el atomo de cloro tiene una
electronegatividad de 3.0, se elaboraron analogos en donde se removia el grupo Cl de la
molécula y se pudo observar que este grupo funcional es importante para la actividad la
molécula, ya que sin estos grupos, los analogos presentaban malas energias de union. Y
cuando se incorporaron grupos Br en la molécula se mejoraron las energias de union ya que
este es menos electronegativo (2.8). De igual manera se elaboraron andlogos con atomos
que presentaran valores electronegativos menores que el del Br como lo fue el &tomo de P
con una electronegatividad de 2.1, a pesar de ser menos electronegativo que el &tomo de Cl
se creia que estos analogos con el grupo P iban a tener buenas energias de union, pero se

tuvo que refutar dicha teoria por que no fue asi.

Esta modificacion de grupos Cl por grupos Br entra en la clasificacion de una
modificacidn por bioisosterismo clasico, ya que ambos grupos funcionales se encuentran en
la misma categoria de atomos monovalentes pero difieren mucho en la masa molecular ya
que un tomo de CI pesa (35.45g/mol) y un atomo de Br pesa (79.90), por lo que varios de
los analogos tenian pesos moleculares elevados y este factor es de suma importancia porque
se sabe por medio de la teoria, que las bacterias presentan poros en las membranas externas,
permeables a sustancias con un peso menor de 600 Da y si se pasaba mucho del peso de los
analogos se pondria plantear la hipotesis de que la molécula podria presentar dificultades a
la hora de atravesar esa membrana externa caracteristica de las bacterias Gram negativas y

no llegar a la membrana citoplasmatica a producir su accion antimicrobiana.

Otra de las hipdtesis que surgieron en la elaboracién de los analogos, fue si se le
agregaba a los andlogos mas atomos de cloro con el fin de potenciar la accion del mismo
atomo de cloro, esta hipétesis venia respalda por el pensamiento, que 2 4&tomos de cloro
pesan aproximadamente lo mismo que pesa un atomo de bromo, se puso en practica la

hipotesis y se observd que a aumentar los 4tomos de Cl la molécula presentaba mas
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repulsion debido a la electro-negativa con las dianas y las energias de union no eran
favorables, lo cual concluyé con la modificaciéon méaxima de 2 a&tomos de Cl por analogo o
2 atomos de Br por analogo. También se elaboraron analogos con atomos que fueran menos
electronegativos y con menor peso molecular que el &omo de bromo, pero estos no
presentaban capacidad de formar enlaces covalentes como en el caso de los metales (Fe, Cr,

Cu) por lo cual no fueron analogos exitosos (Graham, 2017).

Otro de los fundamentos para la elaboraciéon de analogos fue la apertura de ciclos
pero los analogos que se elaboraron bajo este fundamento no presentaron buenas energias
de unién, por lo cual se predijo que los anillos aromaticos presentes en la molécula original
de clorhexidina son importantes para la actividad de la misma, ademéas del resultado
experimental de este descubrimiento se le agrega el fundamento tedrico que nos dice que
los anillos aromaticos son capaces de formar enlaces de van der Waals con sus objetivos
moleculares. Una vez que quedo claro que los anillos aromaticos tenian que estar presentes
en los anélogos se hicieron varias modificaciones en la posicion de sustituyentes (orto, meta

y para) para observar cual posicién presentaba mejor interaccion con la diana.

Cabe destacar que los grupos aromaticos son menos solubles que los anillos no
aromaticos, esta afirmacion sera destacada mas adelante, porque una vez que se
fundamento la importancia de los grupos aromaticos en la molécula, se da la formacién de
nuevos ciclos en los andlogos, pero estos no serian mas anillos aromaticos debido al
aumento del peso molecular que le confieren los dobles enlaces de los mismos, por esto se
decidio la formacion de ciclos normales y también ciclos con grupos N en su estructura, asi
como epdxidos, ninguno de estos 2 ultimos resultaron destacables, la mejor prediccion
resulto de la formacion de ciclos normales con diferentes tipos de sustituyentes como:
cetonas, alcoholes, aminas. Los anillos que presentaron mejor afinidad fueron los que
tenian grupos cetdnicos en su estructura (Graham, 2017).

Otra de las modificaciones realizadas a la molécula original de clorhexidina, que
derivd muchos de los analogos realizados se bas6 en una de las teorias de quimica
medicinal, la cual es la reduccion de la hidrocarbonada, la teoria respalda esta accién de
recortar las moléculas siempre y cuando no se tengan sustituyentes importantes en dicha

cadena hidrocarbonada, se realizaron analogos los cuales presentaban cadenas hidro-
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carbonadas largas, otros analogos presentaban cadenas hidro-carbonadas medias y cortas,
no se observo mayor diferencia a la hora de analizar este factor con sus respectivas energias
de unién. Entonces lo que determino el largo de la cadena hidro-carbonada de los mejores
analogos elaborados fue el peso molecular que esta aportaba al total del analogo molecular

gue se creaba.

La simetria de la molécula original de la clorhexidina es una de las caracteristicas
llamativas de la misma, a lo que se hace referencia es que la molécula es similitud
estructural de un extremo de la molécula con el otro extremo, ya que ambos presentan los
grupos cloros en posicion para del anillo aromatico y la similitud estructural en la posicion
de los sustituyentes de un extremo de la cadena con el otro. Se sabe que la simetria
molecular tiene relacién directa con el momento dipolar que presenta la molécula, al tener
una molécula quimica simetria estructural mayores seran sus momentos dipolares. Este
factor se puso en practica al realizar andlogos sin dicha cualidad. Y los anadlogos que
presentaron una mejor energia de unién con sus dianas moleculares fueron aquellos que
poseian dicha similitud estructural de un extremo con su otro extremo, entonces al ser esta

una caracteristica fisicoquimica exitosa la mayoria de los analogos la presentan.

La rigidez de la molécula también es un pardmetro importante ya que al conferirle a
la molécula cierto grado de rigidez se puede forzar que se dé la union con su diana
molecular, pero de igual manera se le agrega selectividad por su objetivo, por el otro lado,
la flexibilidad puede generarle a la molécula un mejor movimiento para buscar la mejor
unién con su objetivo, pero de igual manera le confiere menos selectividad poniendo
ocasionar que el farmaco no llegue a su destino. La molécula original de clorhexidina
presenta 2 anillos aromaticos que se clasifican como grupos rigidos, se tratdé de sustituir
estos grupos rigidos por otros grupos rigidos como triples enlaces, este a pesar de ser una
modificacion respaldada por la teoria no se obtuvieron buenos resultados, y al remover
estos grupos rigidos tampoco se obtuvieron buenos resultados, siendo estos destacables

para la accion de la molécula.
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Otro factor fisicoquimico de relevancia para la molécula original de clorhexidina es
la permeabilidad que presenta la molécula por la piel, la cual se podria decir que es casi
nula, gracias al valor obtenido por la aplicacion SwissADME el cual es de -9.33 cm/s. La
piel es el 6rgano de mayor tamafio en el cuerpo humano, la cual estd constituida por la
epidermis dermis y subcutis. La funcién primaria de la piel es la proteccion frente a
agentes ambientales, tanto fisicos (radiacion UV, calor, frio), como quimicos y
microbiologicos, la piel también participa en la termorregulacion, actia como drgano
sensorio y tiene funciones enddcrinas (sintesis de vitamina D y conversion de feromonas
(Villarino & Landoni, 2006, p. 2).

El estrato cérneo esté constituido por células muertas que poseen en su interior una
proteina insoluble, amorfa y rica en sulfuro llamada queratina. Estas células estan rodeadas
de una capa lipidica continda constituida por ceramidas, acidos grasos y colesterol, a la que
se denomina bicapa lipidica intercelular, esta estructura funciona como una barrera
altamente lipofilica, la cual evita la pérdida excesiva de agua y previene la penetracion de
moléculas. El modelo que describe la organizacion del estrato corneo se conoce como:
“ladrillos y cemento”. De acuerdo a este modelo, los corneocitos queratinizados conforman
una barrera de alta tortuosidad (espacial) que dificulta el pasaje de moléculas lipidicas,
asimismo, los lipidos hidrofébicos organizados intercelularmente como laminas finas
firmemente agrupadas incrementan la impermeabilidad del estrato cérneo, en este caso

especificamente para sustancias hidrofilicas (Villarino & Landoni, 2006, p. 3).

Segun Villarino & Landoni (2006), hacen la afirmacion que el estrato corneo posee
carga negativa, las moléculas catidnicas no penetraran facilmente el estrato cérneo. Esta
afirmacion podria ser basica para explicar por qué la molécula de clorhexidina al estar
cargada positivamente no tiene buena permeacion en la piel. Para el caso de la molécula de
clorhexidina presentar un valor negativo de permeabilidad en piel, es un resultado positivo
ya gue esto nos garantiza, su seguridad de uso, al no ser absorbida no hay riesgos de efectos
secundarios o toxicidad en el organismo. Los modelos matematicos de permeabilidad de la

piel son muy relevantes para los campos de administracion transdermica de farmacos, estos
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se conocen como el nombre de modelos cuantitativos de estructura-relacion de permeacion
(QSPR) (Mitragotri et al., (2011)).

La gran mayoria de los modelos QSPR proporcionan algoritmos para calcular Kp
cuando se supone que el vehiculo es acuoso. Esto ha sucedido por dos razones principales:
Primero, con el tiempo, se ha acumulado una base de datos sustancial de valores de Kp
determinados experimentalmente a partir de vehiculos acuosos, lo que permite comparar
directamente las predicciones tedricas con mediciones reales. En segundo lugar, es
probable que sea necesario un pardmetro fisico-quimico que permita la estimacion de K
para utilizar cualquier algoritmo desarrollado para el calculo de Kp, que se define como el
flujo en estado estacionario de quimicos a través de la piel. El candidato méas obvio a este
respecto es el coeficiente de particion octanol-agua, P, cuyos valores para muchos miles de

productos quimicos estan disponibles en la literatura (Mitragotri et al., 2011).

Potts y Guy, (1992), aprovecharon una gran compilacion de los coeficientes de
permeabilidad de la piel publicados a partir de una solucion acuosa del trabajo de Fynn,
1990 para generar un QSPR que ahora es el modelo mas citado y aplicado para predecir la
permeabilidad de la piel, donde las unidades de Kp son cm/s. Basandose en el tamafio
permeante [volumen molecular (MV) o el peso molecular (MW)] y octanol / coeficiente de
particion agua (K oct). El andlisis presentado es un medio facil para predecir el flujo
percutdneo de compuestos farmacologicos y tdxicos Unicamente en funcidon de sus

propiedades fisico-quimicas.

La molécula original de clorhexidina presenta un elevado peso molecular y un
coeficiente de particién en octanol y agua de 2.79, como se menciona mas adelante, un
correcto valor de coeficiente de particion de octanol y agua, debera ser un valor negativo y
cercano a -2, estas caracteristicas de la molécula original de clorhexidina, ocasiona que la
misma tenga un valor de log Kp (permeacion de la piel) de -9.33 cm/s siendo un valor
relativamente malo para la absorcion de la molécula por el estrato corneo pero para el
objetivo principal de la molécula es un valor relativamente bueno, ya que nos garantiza

seguridad a la hora de usarla.
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Segun Villasmil (2011) la difusién pasiva de los farmacos a través de la piel esta

condicionada por Potts y Guy (1992):

Tabla 11. Condiciones para la difusion pasiva a traves de la piel

La penetracion de las moléculas polares o hidrofilicas pequefias es controlada por el estrato

cérneo.

Las moléculas hidrofébicas estan controladas por el grado de particion que tengan entre el

estrato corneo y la epidermis.

El coeficiente de particion octanol/agua de la molécula es muy importante, especialmente
para moléculas de polaridad intermedia, debido a la naturaleza de la piel y al trayecto de la
difusion, de manera que su incremento favorece la permeacion: un K oct/w de -2 se puede

considerar ideal.

El peso molecular es inversamente proporcional al coeficiente de permeacion.

Una molécula no ionizada se reparte mejor dentro de la membrana lipofilica, por lo que se
debe tener en cuenta el pH de la superficie de la piel, que estd en torno a 4 — 5 unidades y
su buena capacidad buffer, lo cual podria cambiar el estado de ionizacion de la molécula
con el que se encuentra en el vehiculo que la contiene.

La oclusion de la piel facilita la hidratacién del estrato corneo, lo que incrementa la
penetracion y permeacion.

La penetracion y difusion a través de la piel aumenta considerablemente cuando existe dafio
del estrato corneo.

Fuente: Elaboracion propia basado en Potts y Guy (1992).
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El andlogo 6 presenta caracteristicas que prueban una buena biodisponibilidad y
cumple los filtros de druglikeness. Para iniciar el analisis fisico-quimico del analogo
numero 6, (Tabla # 12). Se hace énfasis en el diagrama proporcionado por la aplicacion
SwissADME, dicho diagrama marca una zona rosada en forma de rombo, que garantiza una
buena biodisponibilidad oral de los farmacos y la similitud que presenta el analogo nimero
6, con dicha zona, es resultado que nos dice que al cumplir con los parametros
proporcionados por los filtros de druglikeness. La molécula presenta mayor selectividad

tendra la molécula por sus objetivos moleculares (PE, PG, CA), (Tabla # 15).

Este andlogo molecular de clorhexidina, cumple con todos los parametros
fisicoquimicos establecidos por los filtros de druglikeness de Lipinski, Muegge y Veber,
pero para el filtro de Ghose, especificamente el parametro establecido para masa molecular
es cual es de 160-480 Da con un rango preferencial de 230- 390 Da, lo viola debido a que el

analogo numero 6 posee un peso molecular de 498.13.

Cabe destacar que los valores de Log Po/W el cual es un valor que nos dice la
solubilidad en lipidos que posee e analogo fue de 2.38 siendo menor que el valor de
lipofilicidad que posee la molécula original de clorhexidina el cual es de 2.79, (Tabla # 10)
Y el valor de Log S/Delaney el cual es valor que nos dice la solubilidad del analogo en
medios acuosos es de -5.10 casi el doble que la posee la molécula origina de clorhexidina -
2.16 (Tabla # 10). Ambos valores del analogo 6, son negativos respecto a los de la
molécula original, pero a pesar de esto, el analogo 6 presenta mejores energias de unién con
sus dianas moleculares (Tabla # 15).
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Tabla 12. Propiedades fisicoquimicas del analogo 6 de la molécula clorhexidina

Analogo 6

}L . J’\ - o . .'I |
| ." |
X |
A ’
lr “:
Férmula empirica C17H14Br2N404 Refractividad molar 103.75
(MR)
Masa molecular 498.13 g/mol Area de superficie 116.40 Az
polar topoldgica
(TPSA)
NUmero de enlaces 10 Log Po/w consenso 2.38
rotables
NUmero de aceptores 4 Log S (delaney) -5.10
deH
Moderamente Soluble
NuUmero de donadores 4 Log Kp (permeacion -6.52 cm/s
deH de la piel)
Lipinski 0 violaciones Muegge 0 violaciones
Ghose 1 violaciones Veber 0 violaciones

MM 160-480
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El andlogo niumero 36 (Tabla # 13). Presenta similitud con el diagrama de la zona
rosada en forma de rombo, y de los 3 mejores analogos e incluyendo a la molécula original
de clorhexidina es el que mejor relacion tiene con la zona marcada para una buena bio-
disponibilidad oral. Dicha relacion puede verse reflejada en sus energias de unién en la
tabla 8, siendo este analogo el que mejor presento energias de union de los 51 analogos

disefiados.

El cumplimiento de los parametros fisico-quimicos establecidos por los filtros de
druglikeness de dicho analogo los cumple, a criterio personal de buena manera difiriendo
solo en la masa molecular para 2 de los filtros mencionados. Pero se razona que debido a la
gran cantidad de atomos que presenta la molécula, la misma tiene 22 atomos de carbono
igual que la molécula original de clorhexidina, posee 4 atomos de oxigeno y 4 atomos de
nitrogeno, en este analogo se probo la efectividad de los grupos Br y la formacién de un
ciclo nuevo en la molécula con sustituyentes cetonicos en los ciclos nuevos, de igual
manera de dio la sustitucion de la posicion para en que venian los Cl en la molécula
original clorhexidina, por la colocacion meta de los grupos Br del analogo 36, el analogo 6
también presenta sus grupos Br en posicion meta. Al igual se optimizo la molécula

agregando mas grupos cetonicos que ya se habian demostrado su eficacia en el analogo 6

Otro aspecto que se modifico del andlogo 36 (Tabla # 13) en comparacion con el
analogo 6 (Tabla # 12) fue la instauracion de la molécula es decir la presencia de dobles
enlaces, ya que el analogo 36 presenta doble enlaces en la cadena y el anélogo 6 no los
presenta y los valores de Log Po/w del analogo numero 36 es de 3.54 siendo mayor que el
de la molécula original de clorhexidina el cual es de 2.79 (Tabla # 10), este aumento de
lipofilicidad tiene relacion con los valores de energia de union que se obtuvieron de este
analogo siendo el mejor resultado el del blanco molecular de fosfatoetanolamina (PE)
(Tabla # 15), cuyo componente de membrana es el mayoritario de la cepas de E. coli y P.
aeruginosa, siendo este el resultado mas destacado de todos los acoplamientos moleculares

elaborados.



Tabla 13. Propiedades fisico-quimicas del analogo 36 de la molécula clorhexidina

Analogo 36
PG
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INS
Férmula empirica C22H16Br2N404 Refractividad molar 125.64
(MR)
Masa molecular 560.19 g/mol Area de superficie 117.06 Az
polar topoldgica
(TPSA)
NUmero de enlaces 7 Log Po/w consenso 3.54
rotables
NUmero de aceptores 6 Log S (delaney) -4.89
deH
Moderamente Soluble
NuUmero de donadores 2 Log Kp (permeacion -7.74 cmls
deH de la piel)
Lipinski 1 violaciones Muegge 0 violaciones
MM > 500
Ghose 1 violaciones Veber 0 violaciones
MM 160-480
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El andlogo numero 41, presenta (Tabla # 14), la similitud del analogo con el
diagrama de la zona rosada del rombo. Siendo el analogo de los 3 mejores resultados el que
posee mayor instauracion. Esto debido a la presencia de dobles enlaces y anillos en la

molécula

De igual manera el cumplimiento de los parametros fisico-quimicos a partir de los
filtros de druglikeness, son variados para este analogo, cumpliendo solamente el filtro de
Lipinski en su totalidad. Para el filtro de Ghose pasandose el analogo numero 41 con un
peso de 485.23g/mol, siendo esta diferencia para cumplir el filtro de 5 g/mol muy pequefia
no lo cumple. Por otro lado, el filtro de Muegge, el analogo posee un valor de TPSA de
151.20 A2 pasandose por 1.20 A2 no lo cumple y el filtro de Veber al igual que el de

Muegge solo que establece el parametro de TPSA en un valor menor a 140 Az,

Este andlogo nimero 41 (Tabla # 14) se bas6 en la modificacion de analogo 36
(Tabla # 13) pero se quiso mantener la identidad de la molécula original de clorhexidina
dejando los sustituyentes cloros en el anillo aromatico de la molécula, solo que se modificd
la posicion para por la posicion meta de los sustituyentes en los anillos aromaticos. Para los
valores de Log Po/w el anélogo 41 presentd un valor de 1.99 siendo menor que el de la
molécula original de clorhexidina 2.79 y el valor de Log S/Delaney fue de -4.53 siendo
mayor que el de la molécula original de clorhexidina que fue de -2.16, (Tabla # 10). Cabe
destacar que de los 3 mejores analogos no se mejoro la solubilidad en agua de ninguno

comparado con la molécula original de clorhexidina.



Tabla 14. Propiedades fisico-quimicas del andlogo 41 de la molécula clorhexidina
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Analogo 41

1
ll
\
|
|
|
INS
Férmula empirica C21H10CI2N406 Refractividad molar 120.07
(MR)
Masa molecular 485.23 g/mol Area de superficie 151.20 Az
polar topoldgica
(TPSA)
Numero de enlaces 6 Log Po/w consenso 1.99
rotables
NUmero de aceptores 8 Log S (delaney) -4.53
deH
Moderamente Soluble
NUmero de donadores 2 Log Kp (permeacion -7.38 cm/s
deH de la piel)
Lipinski 0 violaciones Muegge 1 violaciones
TPSA>150
Ghose 1 violaciones Veber 1 violaciones
MM 160-480 TPSA>140
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El enlace de afinidad entre un receptor y su respectiva diana, esta dado por el

scoring, es cual consiste en un modelo fisico que estima la suma las energias electrostaticas

y las interacciones de Van der Waals. EI modelo empirico se basa en las propiedades

fisicoquimicas como puentes de hidrégeno, cambios de entropia y contactos hidrofdbicos

(Tuccinardi,2009). Recordando que la energia libre de Gibbs en un proceso de

acoplamiento molecular, entre un ligando y su diana menciona entre menor sea el cambio

en energia (AG<0) el proceso de unidon sera mas exergonico (libera energia), lo que se

considera termodindmicamente méas favorable. En esta investigacion se muestra el cambio

en la energia libre de Gibbs para la union de Clorhexidina con sus blancos moleculares

(Tabla # 15). Por otro lado, las energias de unién que mostraron los mejores 3 analogos,

(Tabla # 16) a sus respectivas dianas moleculares.

Tabla 15. Energias de union de la molécula Clorhexidina y los componentes de membrana.

Valores representados en valores absolutos y unidades de kcal/mol.

Molécula Original

PE

PG

CA

H H
Cl
HMM H H

B o

H H —H

Fuente: Elaboracion propia.
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Los ligandos disefiados en su mayoria presentan grupos amidas, cetonicos, cloro o
bromo, anillos aromaticos y dobles enlaces. Estos grupos se identificaron como, los
posibles farmacoforos de la molécula, debido a que los andlogos elaborados sin estos
grupos no presentan buenas energias de acoplamiento con las dianas moleculares. Al
contrario de los mejores 3 analogos disefiados (Tabla # 16), se logra apreciar que estos
grupos sustituyentes dotaron a la molécula para lograr mejores energias de union, en otras
palabras, con estos analogos se observa una afinidad méas favorable con respecto a la

molécula original de clorhexidina.

Ademas, reflejan la posibilidad de los disefios seleccionados como los mejores 3
resultados de los 51 anélogos producidos para futuras pruebas in vitro para evaluar la
activacion del receptor. Asimismo, se muestra el analogo 36 alcanzo la mayor afinidad con
una energia de union de -6.4 Kcal/mol para la diana molecular de fosfatoetanolamina (PE),
gque como se ha mencionado anteriormente en la investigacion estd diana molecular es la
maés destacable, debido a que la membrana bacteriana de los microrganismos seleccionados,
E. coli y P. aeruginosa es la que ocupa el mayor porcentaje de composicion bacteriana
siendo de 80% y 60% para los microorganismos mencionados anteriormente. Difiriendo
este valor un valor de -2Kcal/mol con respecto a la energia de union de la molécula original
con la PE, la cual fue de -4.4 Kcal/mol (Tabla 15).

Tabla 16. Estructura y energias de union de los mejores 3 analogos y los componentes de
membrana. Valores representados en valores absolutos y unidades de kcal/mol.

Anélogo 6 PE |PG |CA

-56 |-54 |-48

H 0 (0] 0 0 =
H /U\ AN )J\ Br
N M N N
H H H H
H H H H
Br H




202

Analogo 36 -6.4 |-57 |58

H
H
o " "y N
M — Br
N
0
H H o
H
H

Analogo 41 -59 |-57 |-51

H

0 0 H
H 0 H H al
. )J\ )LIHI 2
N N \”/ N
cl H
o} H
H @ 0
H

Fuente: Elaboracion propia

A continuacion, se presenta una serie de figuras que exhiben la visualizacién de la
molécula original de clorhexidina y la forma en que se acopla a sus respectivas dianas
moleculares (PE, PG y CA), (Figura # 46 y # 47). Se observa en la imagen 46 como la
molécula de clorhexidina se acopla con enlaces en color rojo todo el componente de
membrana bacteriana fosfatoetanolamina (PE). En la molécula original de clorhexidina los
atomos de color rosado representan los grupos N, por otro lado, los atomos de color verde
presentan los atomos de Cl y los &tomos grises son &tomos de la cadena hidrocarbonada. En
la misma imagen 46 se observa la visualizacion de la molécula original de clorhexidina y el
componente de membrana fosfatoglicerol (PG) en este caso la molécula se acopla de
manera diferente pero igual se aprecian los enlaces con el color rojo. En la imagen 47 se
aprecia la forma de acople de la molécula original de clorhexidina y el componente de
membrana cardiolipina (CA), la forma de acople es similar al de la clorhexidina con PG.
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Figura 46. Visualizacion molécula original de clorhexidina y PE (izquierda) y PG
(derecha)
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Figura 48. Visualizacion del analogo 6 con PE (izquierda) y PG (derecha)

La forma en que se acopla el andlogo 6,
el 36 y 41 a los diferentes componentes
de membrana es similar en los 9 casos,
se aprecia como los andlogos de la
molécula de clorhexidina “abraza” a los
componentes de membrana por medio de
los enlaces de color rojo. Esta
visualizacion le da fundamento al
mecanismo de accién propuesto por los
autores Epand & Epand (2009). Los
atomos de color rojo oscuro en la
molécula son atomos de Br, los 4&tomos
rosados son a&tomos N y O y los atomos

grises son la cadena hidrocarbonada.
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Figura 50. Visualizacion del anélogo 36 con PE vista adelante y atrds del acoplamiento.
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Figura 52. Visualizacién del analogo 41 con PE (izquierda) y PG (derecha)
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Ademas, se analiz6 el mecanismo de accion antimicrobiano que presenta la
molécula original de clorhexidina en diferentes microorganismos, por lo tanto, se concluye
que esta molécula de clorhexidina sigue siendo efectiva contra un amplio espectro de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, también presenta actividad contra virus
encapsulados. Pero es ineficaz sobre hongos y esporas de hongos. Al ser una sustancia que
no presenta absorcion sistémica, esta cualidad le ha otorgado un gran historial de seguridad

para su uso.

Se logré evidenciar un listado de usos que presenta la molécula en el &mbito de
salud hospitalario, ya que la misma es usada para procesos que van desde un lavado
antiséptico, lavado quirdrgico, bafios con clorhexidina o bafios en cama con pafios
impregnados de clorhexidina y preparacion del sitio operatorio, y como procesos invasivos
que son: administracion de medicamentos 1.V, aplicacion de catéteres venosos centrales y
periféricos para evitar infecciones, al igual de las sondas vesicales causantes de infecciones
urinarias y procesos de ventilaciéon mecénica asociados a neumonias. De igual manera la
molécula de clorhexidina presenta diversos usos en el campo odontoldgico, desde usos
profilacticos hasta tratamientos contra la gingivitis, enfermedad periodontal y el tratamiento

de las infecciones de boca como: la estomatitis, la estomatitis ulcerativa.

Mediante el uso de diferentes técnicas in silico, se analizaron las propiedades fisico-
quimicas de la molécula original de clorhexidina y a partir de estas propiedades y los
parametros de los filtros de druglikeness se llevé a cabo la produccion (el disefio) de
diferentes analogos de clorhexidina los cuales presentaron diversos valores de energias de
unién con sus respectivas dianas moleculares, los componentes de membrana bacteriana
(PE, PG y CA) siendo el mas importante para esta investigacion la fosfatoetanolamina (PE)
ya que es el componente mas abundante en Escherichia coli (80%) y Pseudomonas

aeruginosa (60%).
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En los analogos elaborados se logra apreciar que estos, si cumplen los parametros
violados por la molécula original de clorhexidina lo que los lleva a una mejor energia de
unién con las dianas moleculares. Finalmente, se concluye con 51 analogos de
clorhexidina, disefiados por modificaciones in silico, usando fundamentados de criterios de
quimica medicinal como lo fueron, sustituciones de grupos polares y no polares,
bioisosterismo clasico y no clasico, apertura de ciclos y formacion de nuevos ciclos,
simplificacion y extension de la cadena hidro-carbonada, de los 51 analogos elaborados, se
seleccionaron los que presentaron mejor union con la diana. Los cuales fueron el andlogo 6
con una energia de -5.6 para PE, -5.4 para PG y -4.8 para CA, el analogo 36 fue el analogo
mas relevante de todos ya que presento una diferencia de 2 con respecto a su afinidad por el
componente de membrana PE, el cual fue de -6.4 y para PG de -5.7 y CA de -5.8. Y el
analogo 41 es el favorito porque se mantuvo la identidad original de la molécula de
clorhexidina, al mantener los grupos Cl dentro de la estructura, este tuvo una energia de
unién para PE de -5.9 para PG de -5.7 y CA de -5.1.
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Recomendaciones

La investigacion realizada sugiere que es necesario que los estudiantes de farmacia
se interesen e indaguen mas en esta rama de la quimica medicinal, ya que esta puede ser la
llave para abrir nuevas puertas que llevan a la creacion de nuevos componentes con
actividades farmacoldgicas o a la optimizacion de compuestos ya existentes con el fin de
mejorar desde propiedades fisicoquimicas hasta propiedades farmacocinéticas (ADME) que
pueden llevar a la cura de enfermedades o este caso encontrar componentes que sean mas

potentes hacia microorganismos causantes de enfermedades nosocomiales.

De igual manera se recomienda la implementacién de protocolos de seguimientos
hacia las normas correctas de antisepsia para diversos centros de salud en el pais como lo
son EBAIS, clinicas y hospitales, que logren verificar el apego de los profesionales de salud
hacia estos protocolos, siendo la antisepsia una de las técnicas mas faciles y mas eficaces
para luchar contra las infecciones nosocomiales, pero el verdadero reto esta en garantizar el

apego a estos protocolos de antisepsia por parte de los profesional de salud.

Seguir investigando en el tema puede llevar a la obtencion de un compuesto que
logre ser mas eficaz que la molécula original de clorhexidina debido a que con el aumento
de la resistencia antimicrobiana que viene en aumento desde los ultimos afios, se sigue con
la interrogante, que es si en el futuro habrd compuestos capaces de ganarles a estas
bacterias, este tema nos concierne a todos. Pero es deber de las compafiias farmacéuticas

invertir en investigacion y desarrollo para lograr dar con un hit que lleve a este objetivo

Se propone crear una formulacion farmacéutica que contenga uno de los 3 mejores
analogos elaborados, contemplando la necesidad de mejorar la solubilidad en agua del
mismo, haciendo uso de compuestos que aumenten la solubilidad del mismo, pero dejando
de lado el complejo gluconato y proponiendo estudiar a profundidad e implementar el uso
de la betaina y compuestos como pullulan inclusive ciclodextrinas con el fin de mejorar la
estabilidad en agua del analogo. Al igual de la posibilidad de sintetizar uno de los 3 mejores
analogos para posteriores estudios in vivo, para estudiar los posibles anillos de inhibicion y
medir la diferencia de la capacidad antimicrobiana in vivo del analogo y la nueva

formulacién comparada con la clorhexidina convencional.
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Anexo 1
Anélogos de clorhexidina y sus energias de unién a los componentes de membrana (PE, PG

y CA). Valores representados en valores absolutos y unidades de kcal/mol.
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