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1. INTRODUCCION

1.1. Fluorocyuinolonas

Los agentes antibacterianos pertenecientes al grupo de las

4—quinolonas constituyen una amplia familia de compuestos

sintéticos de gran utilidad clínica en e). tratamiento de

infecciones bacterianas. En un principio, su principal uso fué

su aplicación en infecciones bacterianas del tracto urinario,

aunque posteriormente debido a su amplio espectro de actividad

y buena difusión orgánica se han empleado en el tratamiento de

infecciones sistémicas.

El primer miembro de esta familia de compuestos, obtenido

de la purificación de la cloroquina, fué el ácido nalidixico

sintetizado en 1962. A partir de entonces, numerosas quinolonas

han sido sucesivamente desarrolladas con el objetivo de conseguir

un compuesto ideal que posea una alta potencia antibacteriana y

amplio espectro de actividad, y una clara y reducida toxicidad

selectiva con mínimos efectos secundarios, propiedades

farmacológicas todas ellas que permitan un uso terapeútico en el

tratamiento de infecciones bacterianas en un amplio rango de

localizaciones corporales u orgánicas.

A partir del ácido nalidixico se desarrollaron otras

quinolonas tales como el ácido oxolinico, ácido pipemídico, ácido

piromídico y cinoxalina, todas ellas denominadas de primera

generación o quinolonas urinarias por su importante eliminación
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renal. Al igual que el ácido naJ.idíxico, estas quinolonas poseen

una excelente actividad frente a bacterias Gram—negativas, con

espectros antibacterianos in vitre muy semejantes y con

frecuentes resistencias antibacterianas, aunque no siempre

cruzadas. Asimismo, poseen una farmacocinética muy definida,

buena y rápida absorción digestiva, niveles plasmáticos

significantes y una consistente y rápida eliminación urinaria a

concentraciones netamente superiores a las concentraciones

mínimas inhibitorias <CMI) de los gérmenes sensibles.

Tras estas quinolonas de primera generación aparecieron las

de segunda generación como la flumeguina, y las más recientes

denominadas de tercera generación como son las fluoroquinolonas

(Figura 1) pefloxacina, enoxacina, norfloxacina, ciprofloxacina,

amifloxacina, ofloxacina, enrofloxacina, lomefloxacina,

danofloxacina y otras, algunas de ellas aún bajo estudio, que se

caracterizan por tener en la posición 6 del anillo 4—quinolónico,

un átomo de fluor que aparentemente es responsable de un

incremento en la actividad antimicrobiana de estas sustancias

(NEWSON, 1984; VANCUTSEMet al., 1990), y un grupo 7—piperazino

que es el responsable de la actividad antipseudomona <SMI/PH,

1984a,b; SCHENTANG y DOMAGALA, 1985). El sustituyente (R1)

ciclopropil, en la molécula de ciprofloxacina y enrofloxacina,

representa el mismo impedimento estérico que el grupo etilo de

otras fluoroquinolonas como la enoxacina y norfloxacina. Este

sustituyente implica también una mayor actividad antibacteriana

(CHIN y NEU, 1984).
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1.2. Estructura y proniedades físico—puinilcas

Podemos decir que las modificaciones estructurales que se

han producido en la evolución de las 4—quinolonas, han conducido

a un incremento de la actividad antimicrobiana, junto a

alteraciones marcadas en sus propiedades farmacocinéticas.

El punto inicial de todo el desarrollo de los agentes 4—

quinolonas puede ser descrito como la estructura mínima mostrada

en la Figura 2, que incluye en la estructura del anillo un

nitrogeno en posición 1, un grupo ácido carboxílico en posición

3 y un grupo oxo en posición 4.

Las quinolonas poseen un grupo ácido <ácido carboxílico) y

un grupo básico <amina terciaria), hecho que les concede

propiedades anfóteras. Su solubilidad lipídica suele ser baja,

excepto a pH entre 6 y 8. Dentro de estos valores de pH tienen

una baja solubilidad en agua, siendo propensas a precipitar en

condiciones de pH más acido. Aparentemente se debe a esta última

propiedad la cristaluria descrita que se produce con algunas

quinolonas en animales <BALL, 1986; SCHLÚTER, 1987).

En el presente trabajo hemos elegido para su estudio las

fluoroquinolonas: norfloxacina, ciprofloxacina y enrofloxacina.

La norfloxacina corresponde al 1—etil—6—fluoro—1,4— dihidro—

4—oxo—7—<1—piperazinil >—3—quinolina ácido carboxílico <Figura

1)
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La ciprofloxacina corresponde al l—ciclo—propil—6—fluoro—

1,4—dihidro---4 oxo—7--< 1—piperazinil)—3—quinolina ácido carboxilico

(Figura 1). La ciprofloxacina, al igual que la nortloxacina,

también posee caracter iónico positivo y negativo a la vez, es

decir tiene una función ácida (piCa 8,8> y básica (piCa 6,0), con

un punto isoeléctrico de 7,4 (LEBEL, 1988).

La enrofloxacina corresponde al 1—ciclo—propil—7—<4—etil—

piperazinil)—6—fluor—l,4—dihidro—4—oxo—3—quinolina ácido

carboxílico <Figura 1). Como vemos su fórmula estructural es muy

semejante a la de la ciprofloxacina y posee una actividad y

espectro antimicrobiano muy similar. De hecho el primer

metabolismo que sufre la enrofloxacina es la conversión a

ciprofloxacina. La enrofloxacina, igualmente, no es soluble en

agua pH 7, contiene en su molécula grupos ácidos y básicos, lo

que se conoce como estructura betainica, y de ahí que se

solubilice en valores de pH tanto ácidos como básicos.

<ALTREUTHER, 1987).

1.3. Mecanismo de acción

La DNA girasa, topoisomerasa II bacteriana, es una enzima

esencial para la replicación del DNA bacteriano y está compuesta

de dos subunidades A, productos del gen gyrA, y dos subunidades

B, productos del gen gyrB. Esta enzima introduce los enlazados

super—hélice negativos en el DNA por un mecanismo de rotura de

ambas cadenas del DNA duplex, paso de otro segmento de DNA a

través de la rotura, y reunificación de las cadenas de DNA
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fracturadas.

Las primeras investigaciones que determinaron que la DNA

girasa era el lugar—diana de las primeras quinolonas, así como

de las últimas generaciones de quinolonas, se realizaron

principalmente en Escherichia coil (GELLERT et al.., 1977; SUGINO

et al., 1977; HOOPERet al., 1986,198?; WOLFSONet al., 1987).

Los mismos resultados se observaron tras la purificación de DNA

girasa a partir de mutantes fármaco—resistentes y de cepas <tipo—

salvaje) de Bacillus subtilis <SUGINO y BOTT, 1980) y Haemophilus

influenzae <SETLOWet al., 1985). Más recientemente, por el uso

de comparaciones similares de enzimas obtenidas de cepas tipo—

salvaje y rnutantes, se vuelve a confirmar que la acción de las

quinolonas tambien implica la DNA girasa subunidad A en

Pseudomanas acruginosa <MILLER y SCURLOCK, 1983; INOUE et al.,

1987; ROBILLARD y SCARPA, 1988) y Citrobacter freundil (AOYAMA

et al., 1988). Asimismo también una aparente actividad

característica de la DNA girasa ha sido identificada a partir de

Staphylococcus aureus, tipo—salvaje (TAKAHATA y NISHINO, 1988).

Esta actividad, al contrario de la actividad DNA girasa de

bacterias Gran—negativas, se inhibe por compuestos quinolonas a

concentraciones similares a aquellas que inhiben el crecimiento

del organismo original matriz. No obstante, la prueba definitiva

para una implicación específ ita de la DNA girasa en la acción de

los compuestos quinolonas en todas estas bacterias mencionadas

debe demostrarse en estudios con DNA girasa aislada de organismos

mutantes seleccionados para la resistencia del fármaco.
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A este respecto, en sus actividades enzimáticas y de rotura

de). DNA, una DNA girasa purificada reconstituida con una

subunidad A que ha sido purificada a partir de una bacteria

mutante gyrA seleccionada para un alto nivel de resistencia al

ácido nalidixico, demostré una resistencia aumentada al ácido

nalidixico y al ácido oxolínico, por lo que se identificó a la

DNA girasa como un lugar—diana de estas quinolonas (GELLERT et

al., 1977; SUGINO et al., 1977). Para las más nuevas quinolonas,

resultados similares indican que la subunídad A girasa es el

lugar—diana del fármaco <HOOPERy WOLFSON, 1988). Tanto para el

ácido nalidixico como para las mas nuevas flouoroquinolonas,

tales como norfloxacina, ofloxacina y ciprofloxacina, una

mutación gyrA seleccionada para una resistencia a estos fármacos,

proporcionaba a su vez una resistencia aumentada del fármaco

tanto en términos de crecimiento bacteriano como en la actividad

de super—enrrollamiento del DNA de la DNA girasa parcialmente

purificada. Tambien es importante, el hecho de que menores

concentraciones mínimas inhibitorias <CMI) para el crecimiento

bacteriano tambien fueron reflejadas en forma sustancial, aunque

no siempre proporcional, con disminuciones en las concentraciones

del fármaco que reducen a la mitad la intensidad de la cadena del

DNA, el cual era mas altamente super—enrrollado por la DNA girasa

<C150). Este hallazgo indica que un incremento en la potencia

antimicrobiana se origina al menos en parte a partir de un

incremento en la potencia de inhibición de la DNA girasa.

Parte de este incremento en la potencia también se refleja

en la actividad frente a topoisomerasas tipo II eucarióticas
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(HUSSY et al., 1986), pero esta inhibición sucede sustancialmente

a concentraciones más altas del fármaco, las cuales no se

alcanzan en el hombre y en los animales excepto quizás en la

orina <HOOPERy WOLFSON, 1985).

A través de la síntesis de quinolonas radiomarcadas con

alta actividad específica, ha sido posible estudiar las

interacciones de las quinolonas directamente a nivel molecular.

Los estudios de SHEN y PERNET (1985) demostraron la unión de la

norfloxacina al DNA con un “plateau” a una concentración

correspondiente a la constante de inhibición <I<~) para la

actividad de super--enrollamiento del DNA de la DNA girasa

purificada <SHEN y PERNET, 1985; SHENet al., <1989a,b). La unión

al DNA super—enrollado y desnaturalizado fué mayor, un hecho que

sugiere una más alta afinidad a la cadena simple del DNA. En

ensayos de competición en las que otras quinolonas no—

radiomarcadas son utilizadas, el logaritmo de la constante de

unión fué groseramente proporcional al logaritmo de la K1 para la

inhibición del super—enrollamiento del DNA, girasa—mediado.

Por el contrario, en estudios preliminares, LE GOFFIC <1985>

indicó que ocurren alteraciones en la respuesta de resonancia

magnética nuclear
19F de la pefloxacina en presencia de

cantidades relativamente bajas de DNA girasa pero estas no

ocurren en presencia de unicamente DNA <LE GOFFIC, 1985). Por

lo tanto, todavía para clarificar los detalles de las

interacciones de las quinolonas a nivel del DNA y DNA girasa se

requieren estudios adicionales.



10.

Por otra parte, se conocen también otros importantes

resultados complejos sobre la acción de las quinolonas que no han

sido del todo por el momento bien comprendidos. Ensayos de

inhibición del super—enrollamiento del DNA por quinolonas, ambos

en sistemas usando DNA girasa purificada y en aquellos usando

células intactas, han demostrado que las concentraciones del

fármaco que inhiben el super—enrollamiento son sustancialmente

superiores a las CMI para el crecimiento bacteriano <GELLERT et

al., 1977; YAMACISHI et al., 1981; MILLER y SCURLOCK, 1983;

ZWEERINK y EDISON, 1986).

Por el contrario, en un primer estudio por SNYDERy DRLICA

(1979), el tratamiento de bacterias intactas con ácido oxolinico

seguido por lisis con detergentes iónicos, produce una rotura del

DNA, girasa—dependiente, en concentraciones próximas a aquellas

que inhiben el crecimiento bacteriano, resultado que sugiere una

interacción del fármaco con la DNA girasa y con el DNA, sin

alteración detectable en el super—enrollamiento del DNA. Además,

KREUZER y COZZARELLI <1979) encontraron que la rotura del fago

T7 se vé poco afectada por la inactivación térmica de una

subunidad A girasa termosensible, hecho que podría indicar que

para el crecimiento T7 apenas se prevee un requerimiento concreto

para la función girasa bacteriana.

También se baraja la hipótesis de que el ácido nalidíxico

y probablemente otras quinolonas análogas actuan en la bacteria

intacta principalmente en la formación de complejos DNA—enzima—

fármaco que funcionan como “venenos” más que como inhibidores
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simples del super—enrollamiento del DNA, o de otras actividades

enzimáticas. Sin embargo, es posible que sean críticos ciertos

niveles bajos de inhibición del super—enrollamiento del DNA.

Recientemente, usando DNA girasa homogenea y realizando

valoraciones del efecto inhibitorio del fármaco analizadas por

densitometria de gel, se demostraron niveles bajos de inhibición

del super—enrollamiento del DNA a concentraciones de quinolonas

próximas a aquellas que inhiben el crecimiento bacteriano. Los

valores de las C150 determinados fueron similares a aquellos

determinados visualmente para la DNA girasa parcialmente

purificada de E. cali KL16, cepa usada para determinar la CMI de

referencia (HOOPER y WOLFSON, 1988). Estos valores inhibitorios

son algo más bajos que el valor de la K~ y que los valores

inhibitorios previamente descritos (GELLERT et al., 1977; SUGINO

et al., 1977; SHEN y PERNET, 1985), diferencias que pueden

haberse producido por las diferentes condiciones de ensayo o

métodos para determinar el punto final inhibitorio. En resumen,

todavía no esta del todo clarificada la importancia de la

inhibición del super—enrollamiento y de la formación de

“venenos”, complejos DNA—enzima—fármaco, para la acción de las

quinolonas sobre las bacterias intactas.

Las quinolonas son agentes bactericidas y son inhibidores

de la síntesis del DNA <0055 et al., 1965; CRUMPLIN y SMITH,

1975; CRUMPLIN et al., 1984). Compuestos como la rifampicina y

el cloranfenicol eliminan o disminuyen la actividad bactericida

sin afectar la inhibición rápida de la síntesis del DNA por

quinolonas (0058 et al., 1965; DIETZ et al., 1966). Por lo tanto,
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parece que otros sucesos distintos del de la inhibición de la

síntesis del DNA (probablemente el requerimiento de un nuevo RNA

y síntesis de proteinas) puedan ser necesarios para la muerte de

la bacteria. Los factores específicos, no obstante, se

desconocen.

Por el momento, solamente, tenemos un conocimiento parcial

del modo de acción de las quinolonas. La potencia antimicrobiana

aumentada de las más nuevas fluoroquinolonas está asociada con

una actividad incrementada frente a la DNA girasa, implicando

en particular la subunidad A. Algunas de estas más nuevas

fluoroquinolonas tambien parecen poseer una potencia aumentada

frente a la DNA girasa; posiblemente estos incrementos son

debidos a un aumento en la permeabilidad o paso del fármaco a

traves de la membrana bacteriana. Las investigaciones en el

presente se situan al objeto de obtener un mayor conocimiento

en : 1> los detalles de las interacciones moleculares de las

quinolonas con la DNA girasa y DNA; 2) la relación entre la

inhibición de las actividades enzimáticas de la DNA girasa y la

formación del “veneno” putativo, complejo DNA—enzima—fármaco y

3) aquellos sucesos específicos mediados por los compuestos

quinolona que conducen a la muerte bacteriana.

1.4. Actividad antimicrobiana

La actividad clínica de cualquier fármaco antibacteriano

depende de diversos factores entre los que se encuentran: 1) su

actividad antimicrobiama, 2) su mecanismo de acción y 3> su
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concentración alcanzada en el plasma y en los diferentes órganos

y tejidos.

Por su mecanismo de acción no es sorprendente que las

quinolonas sean bactericidas, de ahí que su concentración mínima

bactericida suele ser igual o, no más que dos, diluciones mayor

que la concentración mínima inhibitoria <CMI).

La concentración bactericida mínima <CBM) se define como la

más baja concentración del antibiótico a la cual no se produce

crecimiento bacteriano alguno. En comparación con la

concentración mínima inhibitoria (CMI>, la CBM sirve para medir

la potencia de un quimioterápico. Cuanto más se acercan los dos

valores tanto mayor es el efecto bactericida.

La concentración bactericida mínima <CBM) de la norfloxacina

es sólo ligeramente más alta a la CMI. La escasa diferencia

existente entre la CMI y la CBM en la norfloxacina indica que el

desarrollo de resistencias frente a este fármaco puede ser menos

frecuente que en el ácido nalidixico <NORRBYy JONSSON, 1983).

De igual forma, la ciprofloxacina se comporta como un agente

bactericida a concentraciones próximas a la CMI <REEVES et al.,

1984>. En la mayoría de los estudios realizados con anaerobios

Gram—positivos y Gram—negativos, la CBM se encuentra dentro de

dos diluciones de la CMI <AUCKENTHALERet al., 1986; AZNAR et

al., 1985; LAGAST et al., 1985; PARRY et al., 1985; PICCOLOMINI

y RABAGMAN, 1986; RUBENSTEIN et al., 1986; WEBERet al., 1985;
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WISE et al., 1983). Frente a Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus spp se han demostrado mayores razones de CBM/CMI

<con valores de 2 a 4)<AUCRENTHALERet al., 1986; LAGAST et al.,

1985; PICCOLOMINI y RAVAGNAN, 1986).

Los estudios de CHIN y NEU <1984) mostraron valores de la

CBMpara la ciprofloxacina dentro de cuatro diluciones de la CMI

para el 75 % de las cepas aisladas, incluyendo entre estas,

gérmenes aerobios y anaerobios. Sin embargo en ningún caso la CBM

tuvo valores superiores a 1,5 pg/ml.

En el caso de la enrofloxacina, ha podido demostrarse en

ensayos con más de 338 cepas de diferentes microorganismos, que

en el 10 % de los casos los valores de la CBM y CMI son

idénticos, en un 40 % de las cepas existe un grado de diferencia,

y en otro 30 % de las cepas está dentro de dos grados de

diferencia (SCHEER 1987a>. El grado de diferencia se calcuta

aplicando la fórmula : <CBM — CMI)/CMI.

El empleo de un fármaco antimicrobiano suele dar lugar a la

aparición de resistencias bacterianas. En el caso de las

quinolonas se ha visto que cepas individuales de microorganismos

susceptibles pueden desarrollar resistencias a las mismas, al

menos, por dos mecanismos diferentes: a> modificaciones para

reducir la afinidad de las subunidades de la girasa bacteriana

para el fármaco ó b) alteraciones en la pared celular más externa

o en la membrana citoplásmica lo que podria originar una

reducción en la permeabilidad celular. No obstante, el fármaco
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continuaría siendo eficaz, aunque se necesitarían mayores

concentraciones, lo que podría desaconsejar su empleo. Las

resistencias que se producen por mutación cromosómica para las

fluoroquinolonas, tienen muy baja frecuencia. Tambien conviene

indicar que se han encontrado resistencias cruzadas entre las

fluoroquinolonas.

Las fluoroquinolonas objeto de este trabajo, a saber,

norfloxacina, ciprofloxacina y enrofloxacina, presentan todas

ellas una buena absorción y distribución, alcanzando buenas

concentraciones plasmáticas y tisulares, hecho que las convierte

en fármacos con buenas perspectivas terapeúticas para su uso

clínico.

1.4.1. Actividad antinticrobiana iii vitro

La actividad antimicrobiana ¡a vitra se basa en la

determinación de la concentración minina inhibitoria <CMI>, que

se define como la más baja concentración de fármaco a la cual el

crecimiento bacteriano obtenido se reduce a 1 % ó menos, cuando

se compara éste con el control, o lo que es lo mismo, no se

detecta crecimiento bacteriano visible. La CMI se obtiene

inoculando de ~ a 106 unidades formadoras de colonias <uf c> en

agar o caldo de cultivo con distintas diluciones del fármaco

antimicrobiano. La diferencia en las CMI para el 90 % de las

cepas investigadas (CM190) en mayor o igual a dos diluciones son

consideradas como indicativo de las diferencias en

susceptibilidad.
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Las quino lonas de primera generación son principalmente

activas frente a bacterias Gram—negativas, en particular sobre

enterobacterias (Escherichia coil, especies de Salmonella,

Shigella, Pasteurella, entre otras>, teniendo aplicación

terapeútica sobre infecciones del tracto génito—urinario por

cuanto alcanzan altas coricentraciónes a este nivel. Las

fluoroquinolonas presentan un espectro de acción mucho más

amplio, siendo fármacos activos frente a gérmenes Gram—

negativos, algunos Gram—positivos y sobre algunas bacterias

intracelulares.

Actividad in vitro de la norfioxacina

Bacterias Gram—negativas:

La norfloxacina inhibe el 90 % de las cepas aisladas de

Esclierichia cali, Riebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Proteus spp indol positivo, Enterobacter spp, Shigella soniei y

Salmonella thyphi a una concentración menor o igual a 0,5 pg/ml.

Cepas de Serratia marcescens y Providenza stuartii fueron algo

más resistentes necesitando concentraciones de 4 yg/ml. La

concentración dada se refiere a la CHI9Q. Asimismo, es activa

frente a P. aeruginosa con una CM190 de 2 pg/ml (CLARRE et al.,

1985; NORBY y JONSSON, 1983>. Para estos estudios se emplearon

de ío~ a io~ ufc.

La mayoría de los gérmenes Actinobacter spp requieren para

su inhibición concentraciones de 1 a 4 pg/ml, pero una de cada

cuatro cepas estudiadas tiene una CMI >16 pg/ml (NEWSSON, 1984).
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SHUNGUet al. <1983) probaron la norfloxacina contra 180

aislados de patógenos gastrointestinales y encontraron una buena

actividad contra Salinonella spp <CM150 0,016 pg/ml),

Campylobacter (CM150 0,25 pg/ml>, Vibrio cholerae <CM150 0,008

pg/ml>, y. parahaemoliticus <CM150 0,06 pg/ml) y Yersinia

enterolitica <CMI5Q 0,016 pglml>.

El microorganismo Haemophilus influenzae demostró una

marcada sensibilidad (CMI menor o igual a 0,06 pg/ml> <CLARECE et

al., 1985) al igual que frente a Neisseria gonorhoae y

meningitidis <HOLMES et al., 1985; NEWSON, 1984>.

Bacterias Gram—positivas:

La norfloxacina es activa frente a algunos gérmenes Gram—

positivos entre los que se encuentran estreptococos,

estafilococos y enterococos.

NEU y LABTHAVIKUL <1982) encontraron una CHI5Q de 1,6 pg/ml

para los grupos A y B de Streptococcus y de 3,1 pg/ml para

Pneumacoccus. Asimismo, tambien ensayaron sobre

Bacteroides fragilis encontrando que existe una relativa

resistencia con una CM150 de 6,3 pg/ml y una Cm90 de 25 pg/ml.

Por lo tanto posee ligera actividad frente a cocos anaerobios,

Clostridium y Bacteroides <NEER, 1986).

Gérmenes intracelulares:

En este grupo se agrupan gérmenes que pueden encontrarse

intracelularmente cuando han infectado a un hospedador. No
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tienen, pues, por que ser intracelulares obligatoriamente.

MEIER—EWARTet al. <1983) demostraron que para inhibir el

crecimiento de Chlamydia trachomantis, se necesitaban

concentraciones de hasta 20 pg/ml, hecho que les confiere una

cierta resistencia.

Las fluoroquinolonas tienen actividad contra algunos

patógenos intracelulares como Bracella spp, Legionella spp,

Chlamydia trachomantis, >4ycoplasnia pneumoniae y Mycobacterium

tuberculosis (NEU, 1987).

GREENWOOD(1983> describió una CMI de entre 0,06 a 0,5 pg/ml

en 19 cepas de Legionella spp, frente a la norfloxacina.

La norfloxacina tiene una CMI para el 14. tuberculosis de

unos 4 pg/ml. Es asimismo un fármaco activo frente a 14. acenopi

y 14. fortuitum, siendo más resistentes 14. avian, 14. kavisasii y

M. chelonae <LEYSEN et al., 1989).

Actividad antifúngica:

SOBIESKY y BREWER <1976) apreciaron que altas

concentraciones de ácido nalidíxico en orina, inhibían el

microorganismo Candida albicans. Por su parte WALSHet al. (1983)

observaron que la norfloxacina aumentaba la actividad de varios

antifúngicos contra las levaduras. La actividad antifúngica no

es aplicable en términos de su actividad frente a la DNA girasa,

puesto que los hongos y levaduras son organismos eucariotas. Sin
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embargo, podría explicarse por la inhibición de la actividad del

RNA y de la síntesis de proteínas, fenómeno observado por

CRUMPLIN y SMITH (1975) con altas concentraciones de ácido

nalidíxico.

Actividad in vitro de la ciprofloxacina

Bacterias Gram—negativas:

La CM190 de la ciprofloxacina frente a Enterobacteriaceae es

menor o igual a 1 pg/ml, excepto para algunas especies de

Providencia. Se puede decir que en general es más potente que la

norfloxacina, con excepción de frente a especies de Salmonella,

Shigella y Yersinia enterolitica, ante las que tiene una

actividad similar.

La mayoría de las cepas de especies de Pseudomonas son

sensibles in vitro a la ciprofloxacina, la cual tiende a ser más

potente que la norfloxacina. APPELBAUMet al. (1986) demostraron

que la ciprofloxacina es más activa frente a P. acruginosa, P.

fluoresceus y P. stutzeri (con una CMI% de 0,25 a 9,5 pg/ml) que

frente a 2. maltrophulia y P. cepacia <con una Crn9Q de 1 — 4

pg/ml>. Sin embargo, CORNAGLIAet al. (1967) manifestaron haber

emcontrado una actividad similar de la ciprofloxacina frente a

2. aeruginosa, 1’. maltrophilia, 2. cepacia, 2. fluorescens y 2.

putrefaciens.

El microorganismo Aeronlona hydrophila es altamente sensible

a la ciprofloxacina, con una CM190 de 0,00$ a 0,097 pg/ml (EASS,
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1983; FELMINGHAMet al., 1985; GOOSENSet al., 1985; REINHARDT

y GEORGE, 1985).

Las especies de Neisseria incluyendo >1. meningitidis y JI.

gonorrhoeae penicilina—sensibles y penicilina—resistentes, tanto

las productoras de penicilinasa como las mediadas

cromosómicamente, son altamente susceptibles a la ciprofloxacina

con una CMI menor o igual a 0,03 ¡sg/ml.

Asimismo, se ha visto que la ciprofloxacina presenta una

actividad in vitro frente a 34 especies de Moraxella <CM190 0,5

¡sg/mí) mayor que la de la norfioxacina <CM190 2 ¡sg/mí) (APPELBAUM

et al., 1986).

Frente a Branhainella catarrhalis, es tambien más activa

(CHI90 0,03 pg/ml> que la norfíaxacina u otras quinolonas como la

pefloxacina, enoxacina. of loxacina y ácido nalidixico <CHI90

entre 0,12 y 8 pg/ml) (CORNAGLIA et al., 1987; KING y PHILLIPS,

1986>.

Todas las más nuevas fluoroquinolonas son potentes

inhibidores in vitro de especies de Haemophilus, siendo

concretamente la ciprofloxacina activa iii vitro frente a las

cepas J3—lactamasa positivas y negativas del Haemophilus

influenzae (CHAU et al., 1986; WEBERet al., 1985). Frente a 100

cepas de Haemophilus ducreyi, la ciprofloxacina resulta ser el

inhibidor más potente in viti-o, con una CM%Qde 0,001 ¡sg/mí, de

entre 10 fármacos probados, incluyendo entre ellos ceftriaxon,
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eritromicina y roxosacina <TAYLOR et al., 1985). Un estudio sobre

23 cepas de Haemophilus multirresistentes 13—lactamasa positivas,

reveló que la ciprofloxacina era de nuevo el inhibidor más

potente in vitro, con una CMI~Q de 0,016 pg/ml, de entre otros 13

fármacos ensayados, siendo al menos tan potente como la

of loxacina y la eritromicina <CM190 0,03 pg/ml) <SAMSONLE PORS

et al., 1986>.

Los valores de la CMI~ de la ciprofloxacina frente a

Canipylobacter jejuni varian entre 0,12 y 0,62 pg/ml, con un rango

de CMI de menor o igual de 0,008 — 2 pg/ml <AUCKENTHALERet al.,

1986; CHAU et al., 1986; FELMINGHAMet al., 1985; FLIEGELMAN et

al., 1985; GOOSENSet al., 1985; TURGEONet al., 1987; VAN DER

AUWERAy SCORNEAUX1985; VANHOOFet al., 1986>.

Especies de Vibrio, incluyendo 31. parahaemoliticus y U.

cholerae, de las que se investigaron de 10 a 20 cepas por

estudio, son sensibles a la ciprofloxacina y a otras

fluoroquinolonas tales como ofloxacina, pefloxacina y

amifloxacina (CHAU et al., 1986; FELMINGHANet al., 1985; VANHOOF

et al., 1986).

El microorganismo Gardnerella vaginalis debe ser considerado

moderadamente sensible in vitro ante la ciprofloxacina, dado que

los valores de la CM190 encontrados han sido de 1 — 8 pg/ml

<FELMINCHAN et al., 1985; HART et al., 1984; KING y PHILLIPS,

1986; LIEBOWITZ et al., 1986>.



22.

Bacterias Gram—positivas:

CORNAGLIAet al. <1987) demostraron una actividad in vitro

de la ciprofloxacina similar frente a todas las especies de

Staphylococcus, incluyendo 5. aureus, 5. simulans, S. capitis,

5, saprophiticus, 5. epidermis, 5. hominis y 5. haemoliticus, con

CHI90 de 0,5 a 1 pg/ml. La CHI9Q de la ciprofloxacina frente al S.

aureus es similar tanto para las cepas sensibles como para las

resistentes a la penicilina (AUCRENTUALER et al., 1986>,

meticilina, oxaciclina (AUCKENTHALERet al., 1986; BARRY et al.,

1984; CHAU et al., 1986; CHIN y NEU, 1984; FLOYD—REISINGet al.,

1987; LEFROCKet al., 1986; STRATTONet al., 1987; VERBISSP, 1986;

WEBERet al., 1985> y gentamicina (CHAU et al., 1986>.

Etreptococcus spp, incluyendo 5. faecalis son menos susceptibles.

El 5. pneumoniae tiene una CMI~ de unos 2 pg/ml, mientras que el

5. pyogenes la tiene del orden de 4 pg/ml (LEBEL, 1988).

El microorganismo Lysteria monocitogenes es sensible ja

vitro a la ciprofloxacina con una CHI90 de 0,4 — 1 pg/ml

<AUCKENTHALERet al., 1986; CHIN y NEU, 1984; CORNAGLIA et al.,

1987).

El gérmen Nocardia asteroides es muy poco sensible, por no

decir resistente, a la ciprofloxacina, con unos valores más

frecuentes para la CHI90 de 8 — 12 pg/ml, siendo el rango de 0,12

a 32 pg/ml <AUCRENTHALERet al., 1986; FELMINGHAI4 et al., 1985).

De entre las especies Bacteroides, se ha demostrado que son

sensibles in vitro a la ciprofloxacina, B. oralis, con una CHI9Q
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de 0,5 pg/ml en 17 cepas <KLIETMANN el al., 1987) y B.

ureolyticus, con una CNT90 de 0,06 pg/ml frente a 10 cepas <KING

y PHILLIPS, 1986>. B. melaninogenicus puede ser considerablemente

menos sensible, con una CNT90 de 1 — 4 pg/ml, y en la mayoría de

los estudios los valores de la CNT90 de la ciprofloxacina para E.

fragilis fueron superiores o iguales a 8 pg/ml <EDLUND y NORD,

1986; FELMINGHAMet al., 1985; KING y PHILLIPS, 1986; PRABEALA

et al., 1984; SUTTER et al., 1985>.

Clostridium difficile y otras especies de Clostridium son

generalmente resistentes a la ciprofloxacina con CMI mayores o

iguales a 8 pg/ml <DELMEEy AVESANI, 1986>, aunque el Clostridium

perfringes estudiado por HÓFELER <1986> en 35 cepas y por

FELMINCHANet al. (1985> en 50 cepas fué marcadamente sensible,

con valores para la CMI in vitro de 1 y 0,5 pg/ml,

respectivamente.

Fusobacterium fusiforme ha resultado ser moderadamente

sensible in viti-o a la ciprofloxacina. Cepas de F. nuclatum y F.

necrophorum tambien son moderadamente sensibles con una CNT90 de

4 pg/ml <KING y PHILLIPS, 1986).

Asimismo han manifestado sensibilidad in viti-o a la

ciprofloxacina otras dos especies de anaerobios, a saber:

Propionibacterium, con una CM190 de 0,5 pg/ml en 36 cepas

<HÓFFLER, 1986) y Corynebacteriuni, con una CM190 de 1 pg/ml en

113 cepas estudiadas (FERNANDEZ—ROBLASet al., 1987).
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Gérmenes intracelulares:

Frente a 37 cepas clínicas de especies de Legionella, la

ciprofloxacina tiene una actividad in viti-o con un rango de CMI

de menor o igual a 0,002 — 0,6 pg/ml, similar al de la

ofloxacina, mostrándose algo más activa que la enoxacina,

norfloxacina o eritromicina y considerablemente menos activa que

la rifampicina (SAlTO et al., 1986).

La ciprofloxacina inhibe el crecimiento de Brucella

melitensis a concentraciones inferiores o iguales a 1 pg/ml

(CHI90 0,5 — 1 pg/ml) (BOSCH et al., 1986; GOBERNADOet al.,

1984). La actividad de la ciprofloxacina fué menor que la de la

doxiciclina <CHI90 0,12 pg/ml) y equivalente a la de la

tetraciclina, ceftriaxona y estreptomicina <BOSCH et al., 1986).

Los estudios con especies de Mycobacterium generalmente han

sido realizados en medio de cultivo Lowestein—Jensen, usando

inoculos de 10= — lo
5 ufc. Frente a M. tuberculosis, la

ciprofloxacina presenta una CHI
90 de 0,5 — 1,56 pg/ml <COLLINS y

UTTLEY, 1985; FENLONy CINAMON, 1986; CAY et al., 1984>. Ante 14.

fortuitum, la CHI90 oscila entre 0,25 y 1,56 pg/ml <CASAL et al.,

1987; COLLINS y UTTLEY, 1985; CAY et al., 1984; SWENSON et al.,

1985). Frente a otros Mycobacterium se han publicado otros

valores de CHI90, siendo por lo general menos sensibles o

resistentes; entre ellos destacan: M. intracelallar <sensible,

2 pg/ml> (FENLON y CINAMON, 1986>, 14. chelonae <8 — 12,5 pg/ml),

14. kansasii <4 — 6,25 pg/ml>, 14. xenopi <sensible, 1,46 pg/ml>

(COLLINS y UTTLEY, 1985; CAY et al., 1984; SWENSONet al., 1985>



25.

y para otras especies de Mycobacterium entre 1,2 — 3,2 yg/ml

<DAVIES et al., 1987; MARINIS y LEGARIS, 1985).

La actividad de la ciprofloxacina frente a cepas, aisladas

de casos clínicos, de Chlamydea trachomantis fué estudiada usando

un inóculo de 102 a l0~ unidades formadoras de inclusión en

células de Mccoy tratadas con cicloheximida. La CMI de la

ciprofloxacina frente a todas las especies estudiadas osciló

entre 0,5 — 2 pg/ml (AZNAR et al., 1995; RIDGWAYet al., 1984).

RIDGWAY et al. (1984) establecen valores de CMI para la

ciprofloxacina de 0,5 — 2 gg/ml para 10 cepas de Ureaplasma

urealyticum, y de 0,25 — 0,5 pg/ml para 10 cepas de Mycoplasma

hominis. Sin embargo, ESCALANTEet al. <1965) publicaron valores

para la CM190 de 32 ¡sg/ml y 4 pg/ml, respectivamente, frente a

estas dos especies.

Actividad iii viti-o de la enrofloxacina

Bacterias Gram—negativas:

La enrofloxacina es muy activa in viti-o frente a Esclierichia

cali, Salmonella spp, glebsiella spp, Yersinia spp, Haemophilus

spp, Pasteurella spp y Moraxella, con valores para la CMI muy

por debajo de 0,5 pg/ml. Son asimismo sensibles Serratia

marcescens, Proteus spp, Citrobacter spp, Campylabacter spp,

Bordetella bronchiseptica, Vibrio parahaemolyticus, con valores

para la CMI de 0,125 — 0,5 pg/ml. También afecta, aunque no es

muy sensible, a Treponema hyodysenteria, con una CMI de 4 .zg/ml.
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Como casi todas las flouroquinolonas, es activa frente a

Pseudomonas, concretamente frente a Pseudonionas aeruginosa posee

una CMI de 0,25 — 2 pg/ml <SCHEER, 1987a).

Bacterias Cram—positivas:

La enrofloxacina es muy activa frente a Actinabacillus spp

con una CMI de 0,01 — 0,3 pg/ml. Se consideran sensibles frente

a enrofloxacina: Bacillus cereus, Staphylococcus spp,

Erysipelothrix spp., con valores para la CMI interiores a 1

pg/ml. Algo menos sensibles son los microorganismos Streptococcus

spp <CMI 0,06 — 4 pg/ml), Corynebacterium pyogenes <CMI 0,006 —

4 pg/ml), Lysteria monocitogenes (CMI 1 — 2 pg/ml), Clostridium

perfringens (CMI 0,2 — 2 pg/ml). Frente a Bacteroides spp., se

han observado enormes variaciones en la CMI, en un rango entre

0,8 — 12,5 pg/ml <SCHEER, 198/a>.

Gérmenes intracelulares:

Son sensibles a la enrofloxacina Mycoplasxna spp., <CMI 0,01

— 1 pg/ml) y Brucella canis <CMI 0,1 — 0,25 pg/ml) <SCHEER

1987a)

1.4.2. Actividad frente a bacterias resistentes

Enterobacterias resistentes a cefotaxima y/o ceftazidina

resultaron ser sensibles a la ciprofloxacina, siendo todas las

cepas inhibidas con concentraciones de 2 ng/ml ó inferiores

(RELLEY et al., 1986; SIMBERKOFFy RAHAL, 1986). Pese a esto, se

ha divulgado la existencia de una resistencia cruzada entre
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ciprofloxacina y cefalosporinas. La reducción en la actividad

inhibitoria de la ciprofloxacina frente a enterobacterias

resistentes a la ampicilina (ROY et al., 1983), amikacina

<SIMBERKOEF y RAHAL, 1986) y norfloxacina <KELLEY et al., 1986)

es pequena, comportandose la ciprofloxacina como un potente

inhibidor de estos microorganismos. La ciprofloxacina conserva

una actividad inhibitoria moderada (CM190 0,5 — 2 pglml> frente

a cepas de Pseudomonas aeruginosa, resistentes a aminoglucósidos

(KELLEY et al., 1986; PICCOLOMINI y RAVAGNAN, 1986; ROY et al.,

1983; WEINSTEIN et al., 1987), cefotaxima y/ó ceftazidina (KELLEY

et al., 1986) así como frente a cepas multi—resistentes a

penicilinas, aminoglucósidos y cefotaxima <VENEZIO eta).., 1986).

Para bacterias Gram—positivas, la actividad inhibitoria de

la ciprofloxacina se ha estudiado frente a cepas resistentes de

Staphylococcus aureus, 5. epidermidis, 5. pneumoniae y 5.

faecalis. Existen numerosos estudios sobre la actividad de éste

fármaco frente a cepas de 5. aureus resistentes a meticilina,

obervándose que la CMI de la ciprofloxacina oscilaba entre 0,064

y 1 pg/ml (CHI90 0,25 — 0,5 ¡ig/ml> (ALDRIDGE et al., 1985;

MOORHOUSEet al., 1985; SMITH, 1986b; SMITH y ENG, 1985). También

se ha comprobado que cepas de 6. epidermidis resistentes a

meticilina <SIMBERKOFF y RAHAL, 1986; VENEZIO et al., 1986) y

cepas de E. aureus resistentes a la oxacilina (KELLEY et al.,

1986; WEINSTEIN et al., 1987), así como Staphylococcus,

coagulasa— negativos, <WEINSTEIN et al., 1987) son sensibles a

la ciprofloxacina con valores para la CHI90 entre 0,25 Y 1 ig/ml.
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La ciprofloxacina inhibe todas las cepas de E. pneumoniae

resistentes a penicilina <SIMBERKOFE y RAHAL, 1986; GOMBERRTy

AULICINO, 1984) a concentraciones de 0,125 a 2 pg/ml. Cepas de

E. faecalis resistentes a cefotaxima y/ó ceftazidina son asimismo

sensibles a la ciprofloxacina (KELLEY et al., 1986).

Cepas de E. cali, resistentes a la ampicilina,

cloranfenicol o tetraciclina, resultaron ser sensibles a la

enrofloxacina con CMI oscilando entre 0,01 — 0,5 pg/ml, al igual

que cepas de Salmonella spp resistentes a ampicilina,

cloranfenicol ó gentamicina, lo fueron tambien a las mismas CMI,

mientras que cepas de Pasteurella multocida resistentes a

ampicilina, cloranfenicol ó tetraciclina, mostraban una CMI para

la enrofloxacina de 0,003 a 0,06 pg/ml. En lo referente a

gérmenes Gram—positivos, cepas de Staphylococcus aureus

resistentes a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina,

penicilina G, 6 oxacilina fueron sensibles a la enrofloxacina con

CMI de 0,06 y 1 pg/ml (SCHEER, 1987a).

1.5. Desarrolla de resistencias

Aumentos en la resistencia bacteriana frente a un fármaco

antimicrobiano en la mayoría de microorganismos pueden

seleccionarse por exposiciones de un solo paso a dicho fármaco.

En contraste con estas técnicas de cultivo directo, las técnicas

de paso seriado a través de agar con concentraciones crecientes

del fármaco antibacteriano selecciona bacterias con mayores

niveles de resistencia, como resultado de la acumulación de
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varias mutaciones (ELIOFOULOS et al., 1984; HOOPER et al.,

1986,1987; TENNEY et al., 1983). Los ligeros aumentos en la

resistencia resultantes de la exposición a técnicas de un solo

paso pueden tener una cierta significación clínica para cepas que

presenten una susceptibilidad moderada. La incidencia de mutantes

resistentes que aparecen durante ambas técnicas es comparable

entre las 4—quinolonas (AUCECENTRALERet al., 1986; CULLMANNet

al., 1985).

En los mecanismos implicados en el desarrollo de resistencia

bacteriana frente a las más nuevas fluoroquinolonas existen

hallazgos esperanzadores, así no se conoce ningún mecanismo por

el que se pueda desarrollar resistencia a partir de la

degradación bacteriana de la quinolona <HOOPERet al., 1987), ni

se ha detectado resistencia frente a las fluoroquinolonas

mediadas por plásmidos <COURVALIN, 1990; HOOPERet al., 1987;

KAYSER, 1985; SMITH 1984a,b,c, 1986a). No obstante, se ha

observado resistencia por plásmidos para el ácido nalidíxico

<MUNSHI et al., 1987), pero sin ser cruzada con las

fluoroquinolonas. SMITH (1984a) sugiere que la destrucción de las

quinolonas por plásmidos es improbable, aunque por otra parte se

ha observado que las quinolonas, si, pueden eliminar los

plásmidos de las células actuando sobre la bacteria donante y la

receptora (BIJEI4AN, 1977; FRIEDMAN et al., 1984, NAKAMURAet al.,

1976; WOLFSONet al., 1982). De hecho, la ciprofloxacina puede

inducir a la eliminación de plásmidos de las bacterias <METEAR

et al., 1987; MICHEL—BRIANOet al., 1986; WEISER y WIEDEMANN,

1987a), si bien WEISER y WIEDEMANN<1987b> observaron que se
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requerían concentraciones superiores a la CMI para obtener este

efecto en E. coli, aportando así dudas sobre la importancia

clínica del hecho.

Existe resistencia cruzada entre las diferentes quinolonas,

mientras que la resistencia cruzada con otro tipo de fármacos

antimicrobianos existe pero en un grado mucho menor. Así, se ha

observado la existencia de resistencia cruzada entre la

ciprofloxacina y las ureidopenicilinas, cefalosporinas y

aminoglucósidos, entre otros antimicrobianos <BARRY y JONES,

1984a; CRUMPLIN et al., 1984; GREENBERGet al., 1987b; INOUE et

al., 1982; PARRY, 1985; PIDDOCK et al., 1987; PREHEIM et al.,

1997; TRAUB, 1985).

La resistencia frente a las quinolonas parece producirse por

mutación cromosómica a traves de dos mecanismos. El primero de

ellos implica mutaciones que afectan a la DNA girasa que modifica

a la subunidad A <HOOPERet al., 1987; RAYSER 1985; SMITH 1984c)

y el segundo se refiere a mutaciones que afectan a la

permeabilidad celular, en particular los canales de poros (HOOPER

et al., 1987; PIDDOCK et al., 1987; PREHEIM et al., 1987;

SUERBAUMet al., 1987>, mecanismo éste último que puede prevenir

no solo la penetración celular de quinolonas, sino también la de

otros agentes antibacterianos diferentes y, en consecuencia,

generar resistencia cruzada con los mismos. No obstante, estudios

realizados con algunas de las más nuevas fluoroquinolonas han

mostrado que en este subgrupo, en particular, se producen con

mucha menor frecuencia este tipo de mutaciones (CHIN y NEU, 1984;
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INOUE et al., 1978).

INOUE et al. (1978) realizaron un estudio sobre mutantes

espontaneos de E. cali con varios modelos de resistencia frente

al ácido pipemidico, piromidico y nalidixico, observando que la

mayoría de los mutantes eran menos resistentes al ácido

pipemidico que al ácido piromidico y al nalidíxico, y algunos

mutantes resistentes al ácido piromídico y al nalidíxico eran

hipersusceptibles al ácido pipemidico. Estudios con varios

mutantes con un alto nivel de resistencia revelaron que ésta era

conferida por mutaciones en los genes nal A, nal C y nal D. Las

mutaciones en los genes nal A y nal D conferían resistencia a las

tres quinolonas estudiadas, mientras que las existentes en el gen

nal C determinaban resistencia solo frente al ácido piromidico

y nalidixico.

Varios autores han descrito experimentalmente mutantes de

E. cali en los que se aprecia que mutaciones involucrando al gen

gyr A causan un alto nivel de resistencia frente al ácido

nalidíxico, con un nivel algo más bajo de resistencia cruzada

frente a fluoroquinolonas (generalmente 4 a 8 veces) (BEDARD et

al.., 1987; CHIN y NEU 1984; CULLMANNet al., 1985; HIRAI et al.,

1986a,b; HOOPERet al., 1986,1987; INOUE et al., 1978; SANDERS

et alt., 1984; SATO et al., 1987; SMITH, 1984c; YAMAGISHI et al.,

1986). También han sido descritas mutaciones afectando al locus

gyr B. Así, SMITH <1984c) describe una de ellas que produce un

ligero aumento de la resistencia frente al ácido nalidíxico y a

otras fluoroquinolonas.

Y
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La causa de una frecuencia de resistencia más baja frente

a las fluoroquinolonas es desconocida, si bien en algunos casos

puede estar relacionada con la existencia de una concentración

de fármaco muy alta para el primer paso de resistencia <HIRAI et

al., 198Gb).

Como ya hemos indicado anteriormente, el desarrollo de

resistencias frente a las quinolonas puede también observarse en

el laboratorio por pases seriados de cultivos de microorganismos

en presencia de concentraciones incrementadas del fármaco, pero

este hecho generalmente no es responsable de la resistencia

clínica frente a los fármacos antibacterianos (SMITH, 1986a>.

Este hecho principalmente ocurre porque el microorganismo E. coli

es muy susceptible a las fluoroquinolonas, tal como la

ciprofloxacina o enrofloxacina, y porque se emplean altas

concentraciones de E. coli, circunstancia que no ocurre muy

frecuentemente en la práctica clínica.

En otros microorganismos Gram—negativos aerobios del Género

Klebsiella, Serratia, Providencia y Pseudonionas, la presencia de

una resistencia de primer paso frente a la ciprofloxacina es

mayor. En estos últimos Géneros, cepas resistentes seleccionadas

de esta manera a menudo poseen una alta resistencia a La

ciprofloxacina, que en verdad, si puede tener importancia

clínica. Niveles de resistencia frente a las concentraciones

séricas de quinolonas pueden aparecer clinicamente cuando se

producen mutaciones cromosómicas <mutación del gyr A) en una cepa

resistente (UQOPER et al., l98’7).
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A nivel laboratorial, los microorganismos susceptibles

suelen desarrollar resistencia a las fluoroquinolonas, bien por

una mutación cromosómica espontanea, tras un primer paso a través

del fármaco, asociada con alteraciones en la subunidad A

<mutación gyr A) en presencia de altas concentraciones de la

fluoroquinolona, y/ó bien por una resistencia mutacional causada

por pasos sucesivos a concentraciones crecientes del fármaco,

hecho éste último en el que la incidencia de mutantes es

comparable, en general, entre todas las fluoroquinolonas

<AUCKENTHALERet al., 1986; CULLMANNet al., 1985).

Con respecto al segundo mecanismo de aparición de

resistencia, la reducción en la permeabilidad de la pared celular

del microrganismo, HREBENDAet al. (1985> observaron que mutantes

de E. cali resistentes al ácido nalidíxico a 37~C y susceptibles

a 3O~C, mostraban un descenso en la captación de ácido nalidíxico

tritiado y de glicerol, y aunque no observaron alteraciones en

el perfil proteico de la membrana externa, sí observaron

alteraciones en la bicapa de fosfolipidos. Otros estudios con

mutantes, entre otros E. cali resistentes a la ciprofloxacina por

mutación en el gen gyr B, si describen una alteración en el

perfil proteico de la membrana externa así como una captación

disminuida de quinolonas, presentando dichos mutantes resistencia

a cefalosporinas, tetraciclinas y cloranfenicol <BRYAN et al.,

1989; GEORGEy LEVI, 1983; HIRAI et al., 1986a; HOOPERet al.,

1987; JAFEE et al., 1982; PUGSLEYy SCHNAITMAN, 1978; REEVES y

SUTTIE, 1968; SANDERS et al., 1984; SANDERS y WATANAKUNAKORN,

1986).
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Parece ser poco frecuente el desarrollo de resistencia o la

aparición de una susceptibilidad reducida frente a la

ciprofloxacina y otras fluoroquinolonas relacionadas en las cepas

inicialmente sensibles. La evaluación de la incidencia de

resistencias es complicada porque el tipaje del fago generalmente

no queda descrito en las publicaciones realizadas sobre este

fenómeno, en consecuencia, en la mayoría de los casos, se hace

imposible diferenciar entre el desarrollo verdadero de una

resistencia y la selección de una cepa resistente de la misma

especie. No obstante, se han indicado CMI incrementadas durante

o tras el tratamiento de infecciones producidas por especies de

Riebsiella <CHAPMAN et al., 1985; METHAR et al., 1986), E.

cloacae (CHAPMAN et al., 1985), S. ¡narcescens (SCULLY y NEU,

1986>, A. calcoaceticus (ERON et al., 1965; GIAMARELLOU y

GALANARIS, 1987), especies de Achromobacter <PARRY, 1985), 5.

aureus (GREENSERO et al., 1987a; HUMPHREYSy MULVIHILL, 1985;

MULLICAN et al., 1987), 5. epidermidis <SMITH et al., 1985),

Corynebacterium jeikeium <MURPHY y FERGUSON, 1987>, y más

frecuentemente Y. asruginosa (AZADIAN et al., 1986; BRYANT y

I-IARSTTEIN, 1987; CHAPMANet al., 1985; CROOKet al., 1985; ERON

et al., 1985; FOLLATE et al.., 1986; CIA}’IARELLOU et al., 1985;

GIAMARELLOUy GALANAECIS, 1987; GREENBERGet al., 1987a,b;

HODSON et al., 1987; LEIGH et al., 1986; LODE et al., 1987;

PANKEY et al., 1985; PARRY, 1985; PREHEIM et al., 1987; RAEBURN

et al., 1987; ROBERTSet al., 1985; SAHL y WEBB, 1987; SAUERWEIN

et al., 1985; SCULLY y NETJ, 1986; 1987). En algunos de estos

casos, la ciprofloxacina no pudo controlar la infección. Estas

cepas resistentes normalmente se encontraron en pacientes cuya
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capacidad para hacer frente a la infección estaba comprometida

por defectos en el sistema inmunocompetente o por padecer alguna

enfermedad <por ejemplo, diabetes mellitus), o en pacientes que

padecían infecciones crónicas y/ó complicadas. En el caso de P.

aeruginosa, la resistencia frente a la ciprofloxacina, al igual

que frente a otros fármacos antibacterianos antipseudomonales,

se observaba más frecuentemente al inicio de las infecciones del

tracto respiratorio inferior.

La incidencia de aparición de resistencia a la

ciprofloxacina, definida como CMI > 2 pg/ml, ha sido cuantificada

en ensayos clínicos llevados a cabo en su mayoría en Europa

(SCHACHT y HULLMANN, 1986, 1987). La resistencia a la

ciprofloxacina fué observada en catorce infecciones debidas a P.

aeruginosa (5,2 % de todos los aislados de este especie), en tres

de S. ¡narcescens <21,4 %), en dos de E. coli <0,6 %), en dos de

1<. pneumoniae <3,2 %>, en dos de E. pneumoniae (3,4 %), en una

de P. mirabilis <1 %>, en una de E. aureus (0,5 %) y en una de

B. catarrhalis <1,5 %). En esta revisión sobre 1540 pacientes,

se detectó unicamente una clara correlación entre el desarrollo

de resistencias y el fallo clínico en solo cinco de ellos

<~,3 %). En medicina veterinaria, estudios epidemiológicos de

aparición de resistencias a las más nuevas fluoroquinolonas

empiezan ahora a desarrollarse, por lo que por el momento no

tenemos datos clínicos consistentes.

For los estudios laboratoriales usando la técnica de paso

único en Enterobacteriaceae, Pseudonionas aeruginosa y
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Streptococcus faecalis, a traves de concentraciones de

ciprofloxacina de 8 6 más veces la CMI, la frecuencia de

aparición de mutaciones que confieren resistencia a la misma se

observó que era baja <1 de cada io7 — io~> <CHIN y NEU, 1984;

CULLMANEeta).., 1985; SANDERSeta).., 1984). Esta incidencia fué

menor que la que apareció frente al ácido nalídixico, y no mayor

que la que se presenta frente a la amikacina <SANDERS et al.,

1984). La misma frecuencia de aparición de resistencias se

observa en otros bacilos Gram—negativos pertenecientes a los

géneros Riebsiella, Serratia y Providencia <HOO?ERet al., 1987).

La resistencia del E. coil KL16 en presencia de altas

concentraciones de ciprofloxacina <de 5 a 10 veces la CMI)

ocurre, todavía, a una frecuencia más baja (1 de cada íD9 — 1011

uf c sembradas), hecho que sucede con el ácido nalidíxico de 100

a 1000 veces menos frecuentemente <LEBEL, 1988>.

Frente a la enrofloxacina, se ha conseguido producir en

medios de cultivo, por pases repetidos, un aumento de la

resistencia (mutación multipaso), en forma lenta y gradual. Este

hecho se observó en cepas primariamente sensibles, tras 12 pasos

por cultivos, lográndose un ascenso de la CMI de tan solo dos

grados, y puesto que los valores iniciales de la CMI son

extremadamente bajos para la mayoría de los gérmenes de

importancia clínica, parace ser que este hecho carecería de

importancia práctica (SCHEER, 1987a).



37.

1.6. Farmacocinética

Las propiedades farmacocinéticas de la mayoría de las

fluoroquinolonas han sido estudiadas en animales de

experimentación y en humanos voluntarios; solo la enrofloxacina,

fluoroquinolona desarrollada para un uso exclusivo veterinario,

ha sido estudiada unicamente en animales. En el hombre se ha

estudiado la farmacocinética tanto en voluntarios sanos, como en

pacientes principalmente en sujetos con función renal normal y

alterada y en sujetos de edad avanzada.

Las concentraciones de las fluoroquinolonas y de sus

metabolitos en plasma y otros fluidos biológicos han sido

determinadas principalmente por cromatografía líquida de alta

resolución <HPLC> o por ensayos microbiológicos <BORNERet al.,

1986c; ECROL et al., 1986; MANOI-fARAN et al., 1985; NILSSON—EHLE,

1987; SCHOLL et al., 1987; VALLEE et al., 1986) habiendose

encontrado generalmente unos indices de reproductibilidad

bastante semejantes en los dos métodos. La cromatografía por HPLC

presenta mejor sensibilidad analítica y además tiene la ventaja

de que puede determinarse separadamente las concentraciones del

compuesto padre inalterado y la de sus metabolitos (ANADONet al.

1992).

1.6.1. Absorción

En el hombre, la biodisponibilidad de la norfioxacina parece

ser de aproximadamente el 70 % de la dosis administrada, estando
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la absorción ligeramente retrasada cuando el fármaco se

administra conjuntamente con los alimentos <HOLMESet al., 1985).

Tras la administración de una dosis oral de 400 mg de

norfloxacina, las concentraciones séricas máximas medias <1,35 —

1,58 pg/ml) fueron alcanzadas entre 1 — 2 horas tras la

administración <HOLMES et al., 1985; NEER, 1988>. A dosis más

elevadas (de 800 mg, o superiores> se altera la relación lineal

aproximada existente entre la concentración sérica máxima

el area bajo la curva concentración vs tiempo (AUC) en función

de la dosis administrada. SWANSONet al. <1983) observaron con

la dosis alta de 800 mg de nortloxacina que la concentración

sérica máxima media, el area bajo la curva entre las O — 12

horas, y la recuperación urinaria del fármaco no—metabolizado,

dentro del mismo periodo, eran relativamente algo más bajas en

relación con dosis menores. No obstante, en 48 horas, el

porcentaje de fármaco recuperado en orina no fué sustancialmente

diferente en las distintas dosis, lo que nos indica que la

absorción puede estar retrasada en las dosis más elevadas. Sin

embargo, ABIKO et al. (1981) encontraron que 8 horas tras la

administración de 1600 mg, la concentración era 6,5 veces más

alta que la conseguida tras una dosis de 800 mg, obteniendo un

incremento similar para el area bajo la curva de concentración

sérica vs tiempo.

En perros, tras la administración oral de norfloxacina, a

dosis de 11 y 22 mg/kg, se observa una buena y rápida absorción.

Cuando se aplica la dosis de 11 mg/kg, una concentración sérica

máxima de 1,0 pg/ml, se alcanza a la 1 hora. Cuando se
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administra a la dosis de 22 xwg/kg, una concentración sérica

máxima de 2,8 pg/ml se alcanza a las 2 horas. En relación a la

concentración sérica, el area bajo la curva desde las O a las 12

horas fue de 8,77 mg.h /1 tras la dosis de 11 mg/kg. y de 18,27

xng.h/1 tras la dosis de 22 mg/kg; con esta última dosis las

concentraciones séricas obtenidas estaban por encima de las CMI

para la mayoría de los organismos patógenos sensibles a la

norfloxacina <WALKER et al., 1989).

En pollos broiler, la norfloxacina también presenta una

rápida absorción alcanzándose tras dosis única oral de 8 mg/kg

una Cmax de 2,89 pg/ml a los 13 minutos, la biodisponibilidad es

de un 57 % <ANADON et al., 1992>.

Igualmente, numerosos estudios demuestran en humanos, que

como la norfloxacina, también la ciprofloxacina se absorbe

rapidamente tras dosis de 50 a 1000 mg <BERGAN et al., 1986c,

1987; BRITTAIN et al., 1985; DRUSANOet al., 1986b; HñFFKEN et

al., 1985a; PLAISANCE et al., 1987; TARTAGLIONE et al., 1986;

ULLMAN et al., 1984; WINGENDERet al., 1984b), alcanzándose una

biodisponibilidad de alrededor del 71,7 % (WISE et al., 1984),

aunque otros autores citan una biodisponibilidad entre 64 y 85

% (BERCAN et al., 1986c; DRUSANOet al., 1986b; EOFFKEN et al.,

1985a; PLAISJ~CE et al., 1987). Se ha sugerido que las posibles

diferencias en el cociente desintegración/disolución dentro de

las formulaciones orales estudiadas pueden explicar esta

variabilidad <PLAISANCE et al., 198?).
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Tras la administración oral de dosis de 50 a 1000 mg de

ciprofloxacina, la concentración máxima plásmatica se encuentra

entre las 0,5 — 2 horas, con niveles de concentración de 0,28 —

3,38 pg/ml. La concentración máxima media aumenta

proporcionalmente con la dosis, dentro del rango terapeútico

normal de dosificación. El AUC fué también proporcional a la

dosis. Al aumentar la dosis oral se observó, también, un ligero

incremento del tiempo de latencia de aproximadamente 0,3 horas

tras la administración de 100 mg, hasta aproximadamente de 0,5

horas tras la ingesta de 1000 mg. Al igual que en la

norfloxacina, se ha observado que la administración de este

fármaco junto con el alimento puede retrasar su absorción,

aumentando ligeramente el tiempo en el que se alcanza la

concentración máxima plásmatica <T~~) <LEDERGERBERet al., 1985;

NEER, 1988). Tras la administración de una dosis oral única de

250 y 500 mg, la concentración máxima alcanza valores entre 0,9

y 1,7 ¡sg/ml y 1,5 y 3 pg/ml, respectivamente <ARONNOFFet al.,

1984; BERGANet al., 1986c; BERGANy TEORSTEINSSON, 1985; BORNER

et al., 1986a; DAVIS et al., 1984; HOFFLER et al., 1984; LEBEL

et al., 1986b; LEDERGERBERet al., 1985; WINGENDERet al.,

1984b). Se han observado grandes variaciones entre ensayos en

función de la dosis, sugiriéndose que la absorción de la

ciprofloxacina puede que no siga una cinética de primer orden

(NILSON—EHLE, 1987; TARTAGLIONE et al., 1986). Algunos autores

describen descensos en la concentración máxima y en el AUC al

aumentar la dosis (BERGAN y TI-IORSTEINSSON, 1985; BORNERet al.,

1986a; HOFFKEN et al., 1985a); para explicar este hecho se ha

sugerido que la absorción de la ciprofloxacina es por un
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mecanismo de transporte pasivo y que probablemente varia de

acuerdo al pH intestinal <ARONOFF et al., 1984; BERGAN y

THORSTEINSSON, 1985).

La administración de dosis orales múltiples de

ciprofloxacina de 250 y 500 mg dos veces al día durante un

periodo de 3 — E días a voluntarios sanos no parece producir una

acumulación plasmática del fármaco significativa, observándose

a las 12 horas post—administración concentraciones plasmáticas

superiores a las CMI para la mayoría de los microorganismos

patógenos de significancia clínica (ARONOFF et al., 1984; BERGAN

et al., 1986a, 1987; LEDERGERBER et al., 1985; ULLMAN st al.,

1984). La concentración plásmatica máxima y mínima en el último

día de tratamiento fue del orden de 1 — 1,5 pg/ml y 0,16 pg/ml

respectivamente, tras dosis de 250 mg <ARONOFE et al., 1984;

LEDERGERBER et al., 1985>; y de 2,3 pg/ml y 0,18 ¡sg/mí,

respectivamentetras dosis de 500 mg <BERGAN st al., 1986a). Por

el contrario, estudios realizados por BRUMFITT et al. <1984)

mostraron un aumento significativo de la concentración

plasmática, que se cifré en un 59 % tras la administración oral

de 500 mg de ciprofloxacina dos veces al día durante 7 días

consecutivos. Esta discrepancia puede ser debida a la avanzada

edad de los pacientes empleados en este último estudio, en los

cuales se preven alteraciones en el aclaramiento renal y no—

renal.

En perros se ha estudiado la farmacocinética de la

ciprofloxacina tras dosis oral de 11 y 23 mg/kg cada 12 horas
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durante 4 días; las concentraciones séricas de dicho fármaco

fueron medidas tras la primera y la séptima dosis. La

concentración máxima fué influenciada por la dosis y el número

de dosis <1,18 ¡sg/ml y 5,68 ¡sg/mí, con dosis de 11 ó 23 mg/kg,

respectivamente, tras la séptima dosis, frente a 0,98 ¡sg/ml y

2,33 pg/ml con la administración única de 11 o 23 mg/kg,

respectivamente). El AUC entre O — 12 h fué igualmente

dependiente de la dosis y número de dosis administrada. El Tmax

(1,5 h) no fué afectado ni por la frecuencia de la administración

de dosis, ni por esta misma <WALKERet al., 1990>. A ambas dosis

la ciprofloxacina alcanzó concentraciones séricas superiores a

las CM190 para los microorganismos patógenos ensayados, con

excepción de B. fragilis.

Asimismo se ha estudiado la farmacocinética de la

ciprofloxacina en terneros y cerdos <NOUWS et al., 1988>. En

terneros se ha estudiado a la dosis de 2,8 mg/kg i.v. y oral con

reemplazante lacteo. En cerdos se ha estudiado a la dosis de 3

mg/kg i.v. y oral. La ciprofloxacina fué rapidamente distribuida

en el organismo, mostrando una vida media de eliminación de 2,5

horas en ambas especies. También fué rapidamente absorbida tras

la administración oral <Tmax de 2 a 3horas>. La biodisponibilidad

oral en terneros fué de un 53 % y para cerdos 37 % . En aves, la

ciprofloxacina se absorbe más ampliamente que la norfloxacina.

Tras dosis única de 8 mg/kg se alcanza una Cmax de 3,5 pg/ml en

un Tnax de 13 minutos <ANADONet al., 1990b).

La enrofloxacina, fluoroquinolona por el momento de uso
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exclusivamente veterinario, ha sido sometida a diversos estudios

preliminares iniciales farmacocinéticos en diversos animales

domésticos bóvidos, porcino, perros y gatos, y tambien aves

<pollos y patos> tras diferentes vías de administración a dosis

en un rango de 2,5 a 10 mg/kg. Dependiendo de las especies y del

modo de administración, la misma dosis produce diferentes

concentraciones máximas, como regla general a las 0,5 a 2 horas;

por ejemplo a la dosis de 2,5 mg/kg se obtuvieron aproximadamente

0,5 pg/ml en suero en aves frente a 1,0 gg/ml en las especies

mamíferas estudiadas. La vida media de eliminación plasmática en

estas especies animales estudiadas está en un rango de 2 a 6

horas. <SCHEER, 1987b).

El estudio farmacocinético de la enrofloxacina en el perro

a dosis única de 2,5 mg/kg por vía subcutanea y de 5 mg/kg por

vía oral demuestra niveles séricos máximos de 1,0 y 1,8 ¡sg/ml que

se alcanzan entre las 0,5 — 1 hora <Tmax de 0,8 horas tras vta

s.c. frente a un T~ de 1,2 horas tras la vía oral) <SO-LEER,

1987b)

1.6.2. Distribución

La norfloxacina se distribuye ampliamente en el organismo

corporal. Los volúmenes de distribución observados alcanzan altos

valores <SHIMADA et al., 1983 ; WISE, 1984>.

Tras la administración oral de norfloxacina, 200 mg, en el

hombre, se alcanzan concentraciones inferiores a las séricas en
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el tejido palatino, mucosa maxilar, tejido vaginal, ovario,

cortex renal (IWASAWA, 1981; SAlTO et al., 1981). Concentraciones

superiores a las séricas, fueron encontradas en el conducto y

vesícula biliar, así como en el tejido hepático y en médula renal

<OZAKI et al., 1981, SAlTO et al., 1981; SHIMURA et al., 1983;

YAMAMOTOet al., 1981). La concentración alcanzada en el esputo

fue relativamente baja <MATSUMOWOet al., 1981; NAKACAWAet al.,

1981). La norfloxacina se distribuye ampliamente en tejido renal,

en próstata, testículos, útero, cervix, vagina, trompas uterinas,

tejido de la tonsila palatina, mucosa del seno maxilar, hígado

y vesícula biliar, fluido seminal, esputo, fluido vesicular,

suero, excretandose principalemnte por bilis y orina <NEER 1988>.

En perros, mediante implantación subcutanea de celdas o

cajas de silicona, se ha estudiado la distribución de la

norfloxacina en el fluido intersticial. El fármaco fué

administrado a la dosis de 11 y 22 mg/kg cada 12 horas, durante

4 días. La norfloxacina penetró lentamente en las celdas

observandose la concentración máxima a las 5 horas tras la

administración. La concentraciones tras la la y 7~ dosis de 11

mg/kg fueron 0,3 ¡sg/ml y 0,7 ¡sg/mí, mientras que tras la l~ y 7~

dosis de 22 mg/kg fueron 1,2 pg/ml y 1,6 pg/ml, respectivamente.

El porcentaje de penetración medido por la relación UCICF/AUCSUerO)

fué del 71 % y 90 % tras la dosis de 11 ó 22 mg/kg,

respectivamente <WALKERet al., 1989).

En algunos estudios realizados con la ciprofloxacina, sa ha

evaluado el volumen aparente de distribución <Vdarea) a partir de
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datos farmacocinéticos obtenidos tras la administración de dosis

orales; los valores estimados han sido aproximadamente de 3,5

1/kg1 lo que sugiere una buena distribución tisular <DRUSANOet

al., 1986b; HÓFFKEN st al., 1985a>. Según LEBEL <1988) el

volumen aparente de distribución de la ciprofloxacina tras

dosificación oral varia en un rango de 2,5 a 6 l/kg; tras la

administración intravenosa, el volumen de distribución alcanza

valores desde 2 a 3 1/kg.

Se ha observado una distribución orgánica rápida de la

ciprofloxacina en voluntarios sanos que recibieron dosis únicas

y multiples endovenosamente. El perfil concentración plasmática—

tiempo sigue un modelo bicompartimental, obteniendose una fase

de distribución con una vida media (t½a) de 0,2 — 0,4 horas. El

volumen de distribución en el estado estacionario <Vss) y el

Vdarea fueron 1,7 y 2,7 1/kg respectivamente. El volumen en el

compartimento central <Vc) se estimé entre 0,16 y 0,63 l/kg, lo

que aproximadamente representa el volumen total del agua

extracelular <DRUSANOet al., 1986a; GONZALEZ et al., 1985a,b;

HbFFKEN et al., iSESa; WINGENDERet al., 1984b>.

Numerosos estudios han sido realizados en el hombre sobre

la distribución orgánica de la ciprofloxacina <AIONER y DALHOFF,

1986; BERGAN et al., 1986b; BERGOGNE—BEREZINet al., 1986;

BOEREMAst al., 1985; DAN et al., 1987; DASCHNERet al., 1986;

ESPOSITO et al.,, 1987; GOORMANSet al., 1986; LEBEL et al.,

1986b; LICITRA et al., 1987; SCHELENKOFFet al., 1986; SEGEV et

al., 1986; VALAINIS et al., 1986; WISE y DONOVAN, 1987; WOLFFet

1~•
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al., 1987). La ciprofloxacina se distribuye ampliamente en los

tejidos corporales. También existe evidencia de distribución

osea; dependiendo de la dosis <500, 750 y 1000 mg>, se han

detectado concentraciones en tejido oseo de 0,4 a 1,6 pg/g (FONG

et al., 1985). Por su parte WITTMAN et al. <1985) senalaron que

alrededor del 40 % de la ciprofloxacina que penetra en el tejido

oseo se une de forma reversible a los elementos inorgánicos.

La ciprofloxacina también se distribuye a nivel ocular en

el humor acuoso. En pacientes sometidos a cirugía de cataratas

y que recibían dosis únicas de 1000 mg de ciprofloxacina se

detectaron concentraciones de 0,56 pg/ml en el humor acuoso <FERN

et al., 1986); estas concentraciones fueron menores tras la

administración de dosis únicas que tras la de dosis múltiples,

hecho que sugiere una acumulación de dicho fármaco a nivel de la

camara anterior <LUTHY et al., 1986). Tras esta observación

podría sugerirse que la ciprofloxacina pudiera ocupar un papel

en el tratamiento de infecciones oculares producidas por

microorganismos sensibles.

El porcentaje de unión de la ciprofloxacina a proteínas

plasmáticas, determinado por técnicas de ultrafiltración, alcanza

valores del orden de un 16,4 — 28 % con independencia del pH del

medio y de la concentración sérica del fármaco <JOOS et al.,

1985>. La unión de la ciprofloxacina a proteínas plasmáticas

determinada por técnica de ultracentrifugación alcanza valores

de al menos un 40 % <HÓFEKENet al., 1985a).
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Al igual que la norfíaxacina, también se ha estudiado la

distribución de la ciprofloxacina en el fluido intersticial en

perros por la implantación de cajas o celdas de silicona

subcutaneamente. Se evalué la dosis de 11 y 23 mg/kg durante 4

días (7 dosis). Tras la l~ dosis se obtuvo una Cmax de 0,43 y

0,95 pg/ml, con un Tmax de 7,95 y 8,23 horas y una relación

AUCTCF/AUC$uej.o <%> de 43,25 y 39,25 respectivamente para las dosis

de 11 y 23 mg/kg. Tras la 7~ dosis, se obtuvo una C~ de 0,82 y

2,90 pg/ml, con un Tmax de 4,88 y 4,57 horas y una relación

AUCTCF/AUC$uero (%) de 96,49 y 95,05 respectivamente para las dosis

de 11 y 23 mg/kg (WALKER et al., 1990).

Con respecto a la enrofloxacina, en el perro tras una dosis

oral de 5 mg/kg, a la primera hora post—administración se

encontraron las siguientes concentraciones órganicas de

enrofloxacina: en pulmón 2,5 pg/g, rinón 3,5 pg/g, hígado 5,8

pg/g, bazo 2,8 pg/g, piel 0,7 ¡sg/g, grasa 1,4 pg/g, músculo 2,3

pg/g, cerebro 0,4 pg/g, músculo esquelético 0,7 .sg/g, corazón 3,1

pg/g, corteza suprarrenal 2,1 pg/g, ovario 0,3 pg/g, útero 0,2

¡sg/g, humor acuoso 0,09 pg/ml, líquido cefalorraquideo 0,9 ¡sg/mí,

bilis 30 pg/ml, y orina 25 ¡sg/ml <SCHEER1987b). La enrofloxacina

se distribuye también por lo tanto ampliamente en el organismo

corporal.

La vida media de eliminación cte la enrofloxacina en suero

en perros tras administración subcutanea, se calculó en 3 — 5

horas, mientras que tras administración oral fué de 2 — 3 horas

<SCHEER 1987b>.
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1.6.3. Metabolismo y eliminación

La norfloxacina, al igual que otras fluoroquinolonas, sufre

un amplio metabolismo y se elimina principalmente por vía renal.

Aproximadamente, solo alrededor de un 30 % de la dosis

administrada de norfloxacina se elimina de forma inalterada sin

sufrir biotranstormación por vía urinaria. En un estudio

realizado por ABIRO et al. <1981) en humanos se observó que la

excreción urinaria de éste fármaco en forma inalterada variaba

de un 33 a 39 % de la dosis administrada, cuando la dosis

oscilaba entre 100 y 800 mg, pero que esta excreción urinaria se

elevaba al 48 % cuando se administraba una dosis de 1000 mg. Sin

embargo, SWANSONet al. (1983) observaron que la cantidad de

norfioxacina inalterada recuperada en la orina, entre las O y 12

horas post—administración, iba siendo progresivamente más baja

en relación con el incremento de la dosis, aunque la excreción

urinaria en 48 horas fué independiente de la dosis. Estas

variaciones en la recuperación urinaria pueden ser debidas a

variaciones en la absorción del farmaco.

Se han descrito e identificado 6 metabolitos de la

norfloxacina por modificaciones en el anillo piperazina. Los

metabolitos principales detectados en la orina son los

metabolitos oxo— , N—desetil—, acetil— y formil—norfloxacina,

todos ellos poseen actividad microbiológica, mayoritariamente los

metabolitos formil—, oxo— y N—desetil—, aunque inferior a la del

fármaco inalterado <HOLMES et al., 1985). La norfloxacina se

elimina como mínimo un 10 % de la dosis administrada en forma de
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metabolitos en la orina (ADHAMI et al., 1984; OZARI et al.., 1981;

NISE et al., 1984b). Obviamente, el metabolismo y excreción de

la norfloxacina es dependiente del funcionalismo hepático y

renal, hecho constatado en pacientes con estas alteraciones

(EANDI et al., 1983>.

El aclaramiento renal de la norfloxacina observado por

SWANSONet al. <1983), varia de 16,32 a 17,76 l/h. WISE <1984)

asumiendo, un valor de unión a proteinas séricas de un 14 %,

calculó un aclaramiento renal de 19,5 l/h. Estos resultados

sugieren una secreción tubular activa para la norfloxacina.

La solubilidad de la norfloxacina en la orina depende de la

temperatura y del pH, así a 37QC se disuelve libremente a

concentraciones menores a 40 g/l a pH de 5,5 o inferior a este,

pero a pH de 7,5 la solubilidad se situa a su nivel más bajo de

0,45 gIl a 25 QC y 1,2 g/l a 37W <HOLMESet al., 1985).

La ciprofloxacina también se elimina principalmente por vía

renal en forma inalterada y en metabolitos. Se han identificado

en orina 4 metabolitos : desetilen—, sulfo—, oxo—, y formil—

ciprofloxacina (BEERMANNet al., 1986, BORNERet al., 1986b; GAU

et al., 1986; ZEILER et al., 1987). Estos metabolitos poseen

actividad antimicrobiana, aunque siempre menor que la del fármaco

inalterado. La actividad antibacteriana de los metabolitos

desetilen— y oxo— es comparable a la del ácido nalidíxico y a la

de la norfloxacina. El metabolito formil— es el más activo de

todos, pero también es el que ha sido identificado en menor

-y- Y
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proporción <ZEILER et al., 1987>.

Tras la administración oral de una dosis única de 259 mg de

ciprofloxacina a voluntarios sanos, se recuperó en 5 días en

orina y en heces el 94 % de la dosis administrada, en forma de

ciprofloxacina inalterada y de sus metabolitos. La mayor parte

se recuperó en orina ~ %). La ciprofloxacina inalterada

constituyó la principal fracción detectada, tanto en orina <4~

%), como en heces (25 %). La excreción total de todos los

metabolitos representó un 19 % . El principal metabolito urinario

detectado fijé el oxo—metabolito, que representó el 6,2 % de la

dosis administrada, mientras que los metabolitos desetilen— y

sulfo— se recuperaron en un 3,7 % y 1,3 % respectivamente. Por

su parte, el metabolito sulfo—ciprofloxacina fué el principal

metabolito detectado en heces, recuperandose un 6 % de la dosis

administrada. En heces, además, solo se recuperaron cantidades

muy pequenas de los metabolitos desetilen— (0,5 % de la dosis>

y oxo— <1 % de la dosis), mientras que el formil—metabolito fué

detectado unicamente a niveles traza en heces y en orina

(BEERMANNet al., 1986; DRUSANO, 1987). Igualmente, el metabolito

formil—ciprofloxacina ha sido detectado por BEERMANNet al.

(1986) en cantidades muy pequenas «0,1% de la dosis) en la

orina.

Tras la administración endovenosa a voluntarios sanos de

dosis únicas de 107 mg de ciprofloxacina, el 81 % de la dosis se

recuperó en orina y en heces en un periodo de 5 días. En orina

se detectó aproximadamente un 75 % de la dosis. Al igual que tras
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la administración oral, la mayor fracción identificada

correspondió a la ciprofloxacina inalterada, tanto en orina como

en heces, recuperandose el 62 % y 15 % de la dosis,

respectivamente. La excreción total de todos los metabolitos

alcanzó valores de un 12 % de la dosis administrada, siendo el

principal metabolito urinario que se detecté la oxo—

ciprofloxacina <5,6 % de la dosis>, seguido por los metabolitos

sulfo— y desetilen— <2,6 % y 1 % de la dosis, respectivamente).

En heces solo se recuperaron bajas cantidades de los metabolitos,

aproximadamente un 1,3% de la dosis correspondiente al oxo—, y

por debajo del 1% de desetilen— y sulfo—ciprofloxacina. Al igual

que tras la administración oral, tampoco se detecté en cantidades

significativas el metabolito formil—ciprofloxacina, ni en heces

ni en orina <BEERMANNet al., 1986; DRUSANO, 1987>.

La formación de una mayor cantidad de metabolitos tras la

administración oral frente a la administración endovenosa,

sugiere que la ciprofloxacina sufre un efecto de “primer paso”

es decir una circulación enterohepática.

Los estudios de TANIMURA et al. <1986) demostraron que la

ciprofloxacina también se excreta vía biliar. Por su parte, PARRY

et al. <1988> indicaron que por esta vía se eliminaba la

ciprofloxacina en menos de un 1 % de la dosis administrada en

forma inalterada y metabolitos, principalmente el metabolito

sulfo—ciprofloxacin. TANIMUIRA et al. (1986> observaron

concentraciones biliares máximas de ciprofloxacina de 11 pg/ml,

a las 4 horas tras administración oral de dosis única de 400 mg.
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Un metabolito glucoroconjugado <el grupo carboxi en posición 3

puede sufrir glucuroconjugación), representa aproximadamente

el 30 % de la ciprofloxacina total excretada por bilis.

La eliminación de la ciprofloxacina parece no ser

dependiente de la dosis; así tras la administración oral de dosis

únicas de 50 a 1000 mg, el porcentaje de la dosis del farmaco

inalterado recuperado en orina a las 48 horas varia de un 29 %

a un 44 % (H8FFKEN et al., 1985a; TARTAGLIONE et al., 1986;

WINGENDERet al., 1984a); y tras la administración oral de dosis

multiples, el porcentaje de la dosis de ciprofloxacina excretado

en orina alcanza valores entre un 31 % y un 44 % de la dosis

administrada en cada intérvalo de dosificación. Tras la

administración endovenosa de dosis Unicas de 50 a 200 mg de

ciprofloxacina, los porcentajes de la misma excretados en orina

a las 48 horas fueron de un 45 % a un 62 % <DRUSANOet al.,

1986a; DUDLEY et al., 1987; HÓFEECENet al., 1985; WINGENDERet

al., 1984a).

En voluntarios sanos, el aclaramiento plasmático total de

la ciprofloxacina, dosis—dependiente, oscila entre 23 y 43

)./h/l,7 m2. El aclaramiento renal representa un 60—70 % del

aclaramiento plasmático total, que es aproximadamente tres veces

superior al aclaramiento de creatinina; este hecho nos indica que

la excreción renal no se produce exclusivamente por un mecanismo

de filtración glomerular, sino que también existe una secreción

tubular activa <BORNERet al., 1986b; DRUSANO, 1987; DRUSANOet

al., 1986a; GONZALEZet al., 1985a; H6FFKEN et al., 1985a; WISE
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et al., 1984a>. Este hecho fué confirmado con la administración

conjunta de probenecid, lo que redujo el aclaramiento renal de

la ciprofloxacina en un 45 % <WINGENDERet al., 1984a).

La vida media plasmática de eliminación de la ciprofloxacina

tras dosis orales únicas o múltiples, 50 a 1000 mg, ha sido

estimada entre 3 y 7 horas. La eliminación de este fármaco,

parece ser independiente de la dosis administrada y de la

duración del tratamiento <ARONOFFet al., 1984; BRITTAIN et al.,

1985; HOFFKEN et al 1985a; WINGENDERet al., 1984b>. La vida

media plasmática de eliminación de la ciprofloxacina tras la

administración endovenosa a dosis única o múltiple, 50 a 200 mg,

a voluntarios sanos está cifrada en 3 a 5 horas <DRUSANOet al.,

1986a; DUDLEY et al., 1987; GONZALEZ et al., 1985a; HÓFFKEN et

al., 1985a; WINGENDERet al., 1984b>.

La edad del paciente influye obviamente sobre la

farmacocinética de la ciprofloxacina. Se ha descrito en pacientes

de edad avanzada incrementos en las concentraciones máximas

plasmáticas así como en el AUC en comparación con los resultados

observados en voluntarios adultos jovenes <HALL et al., 1986;

BAYER et al., 1987). LEBEL et al. (1986a> observaron un aumento

de casi dos veces la vida media de eliminación en pacientes de

edad avanzada. Estos resultados tambien han sido corroborados por

HIRATA et al. <1989), observando además una disminución del

aclaramiento renal y del volúmen aparente de distribución en el

estado estacionario en pacientes de edad avanzada. Asimismo

también observaron un aumento de casi dos veces de los niveles
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plasmáticos máximos, y del ~ de la ciprofloxacina. Todos estos

efectos son propios sean debidos a alteraciones renales y/o

hepáticas.

La eliminación de la enrofloxacina se produce también

principalmente por excreción renal. La vía biliar es también

aunque en menor grado una vía importante de excreción con

diferencias cuantitativas según las diferentes especies animales

estudiadas. La enrofloxacina se metaboliza en ciprofloxacina y

seguidamente en todos los metabolitos anteriormente descritos

para la ciprofloxacina; principalmente se detectan los

metabolitos oxo— y desetilen— <SCHEER, 1987b).

En función de lo expuesto, se admite que las principales

reacciones de biotransformación de las fluoroquinolonas implican

el anillo piperazinil y sus substituyentes. En animales

domésticos, las reacciones predominantes de biotransformación son

<1) N—dealquilación, 2) conjugación glucurónica al nitrógeno en

posición para del anillo piperazinil, <~) oxidación en posición

orto a la amina substituida y <4> apertura del anillo piperazinil

(VANCUTSEMet al., 1990>.

1.7. Toxicidad e interacciones farmacológicas

Las fluoroquinolonas, norfloxacina, ciprofloxacina y

enrofloxacina, son unos fármacos antibacterianos que pueden ser

considerados con seguridad terapeútica, respetando la posología

y modo de empleo recomendado; por ejemplo de todos los estudios
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recogidos unicamente se ha tenido que interrumpir la terapia en

el hombre para el caso de la ciprofloxacina en menos de un 2 %

de los pacientes <ARCIERI et al., 1986). Inicialmente, su

principal uso fué en infecciones del tracto urinario y

enfermedades diarréicas. Sin embargo, estos compuestos también

tienen valor terapeútico en infecciones del tracto respiratorio,

cutaneas y en hueso.

El perfil toxicológico publicado para las fluoroquinolonas

norfloxacina, ciprofloxacina y enrofloxacina, entre otras nuevas

fluoroquinolonas, incluye artropatía, nefropatía, efectos

gastrointestinales, efectos sobre el sistema nervioso central

<SMC) y periférico, toxicidad ocular, deterioro de la

espermatogénesis, efectos cardiovasculares, posible mutagenicidad

y fotosensibilidad (SCHLUTER, 1987, 1989; CHRIST et al., 1988;

ANADON, 1992; ANADON y MARTINEZ—LARRANAGA,1992). Los efectos

adversos más comunes implicados en el uso clínico se sintetizan

en la Tabla 1.

En lo que respecta a los desórdenes en el tracto

gastrointestinal, las nauseas y vómitos son los sintomás más

frecuentes; otros síntomas gastrointestinales observados son

dolor abdominal, diarrea, dispepsia y disfagia. Los efectos sobre

el SMCmás comunmente comunicados son mareos y somnolencia; otros

efectos secundarios que afectan al sistema nervioso central son

depresión, ansiedad, vértigos, euforia, alucinaciones, dolor de

cabeza, insomnio y sequedad de boca. Asimismo se han observado

efectos secundarios dermatológicos y de hipersensibilidad, tales
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Tabla 1.— Efectos adversos que pueden presentarse por la

terapia de fluoroquinolonas.

Efecto adverso
Implicaciones en el

uso clínico

Artropatías

en animales jóvenes

— Contraindicación en ani

males en periódo de ges—

tación y en lactación;

animales jóvenes

— Precauciones deben to—

marse en pacientes con

fibrosis cistica

U?oxicidad SNC

— En humanos depresión,
ansiedad, euforia,
somnolencia, insomnio

— En pacientes con riesgo

evaluación beneficio/

riesgo

— En animales efectos
de comportamiento

Nefropatía — Reducir la dosis en

casos de insuficiencia

renal

Artropatías

— Se presentan en
tratamientos prolongados

— Exámenes periódicos

para detectar

artropatías
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como eritema, prurito y salpullido. Otras alteraciones observadas

son epifora, alteración del gusto, presencia de zumbidos,

secreción vaginal y taquicardia <HOLMES et al., 1985).

La incidencia en el hombre para todas las reacciones

adversas descritas es muy baja, en un rango de 4 % a 16 % <HALL,

1986; SCHACHT et al., 1988>. Así, los efectos secundarios

gastrointestinales <nausea, diarrea, vómito) tienen una

incidencia de 0,8 % — 10 % . La incidencia de hipersensibilidad

y reacciones cutáneas es de 0,4 % — 3 % . El rango para las

reacciones sobre el SNC y periférico es de 0,9 % — 4 %

reacciones agudas del SNC, tales como alucinaciones, depresión

y confusión, ocurren en menor de un 0,5 % de los casos. Otras

reacciones adversas que incluyen fotosensibilidad, efectos

cardiovasculares, efectos hernatológicos, efectos sobre la función

renal y hepática, y sobre el sistema múscular esquelético han

sido observadas con una incidencia de 0,5 % — 2,0 % <GARLANDOet

al., 1985; KOBAYASHI, 1985; SCHACHTet al., 1985; ARCIERI et al.,

1986, 1987; MULLIGAN et al., 1987; THORSTEINSSONet al., 1987;

SCHLUTER, 1987; SMITH, 1987; LEBEL, 1988; CHRIST et al., 1988).

BAILEY et al. <1989) observaron tras tratamiento prolongado

con norfloxacina una tendinitis en dos pacientes inmunosuprimidos

con transplante renal, síntoma que desapareció tras el cese del

tratamiento.

La “enfermedad del suero” es una reacción sistémica de

hipersensibilidad inicialmente descrita en infantes que reciben
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la antitoxina de la difteria conteniendo suero de caballo. Estos

menores presentan un síndrome de fiebre, linfadenopatia,

erupciones cutáneas, artralgia y ocasionalmente proteinuria.

Desde la descripción inicial de la “enfermedad del suero”, ésta

enfermedad ha sido descrita también tras la administración de

globulina antilinfocitica T de caballo en pacientes con

transplante de médula ósea <LAWLEY et al., 1984>. Diversos

fármacos que incluyen penicilinas, cefalosporinas, sulfamidas,

tetraciclinas, isoniazida, barbitúricos, fenitoina,

antiinflamatorios no esteroideos, salicilatos, captopril,

propranolol e hidralazina, también se ha descrito pueden inducir

en ciertos individuos un síndrome clínico indistinguible de la

“enfermedad del suero” <ALANIS y WEINSTEIN, 1983; LIN, 1986).

Recientemente se ha descrito un efecto secundario tipo

“enfermedad del suero” relacionado con el tratamiento de

ciprofloxacina <SLAMA, 1990>, reacción adversa que no había sido

hasta entonces referida en la literatura para esta u otras

flouroquinolonas (I-IOOPER y WOLFSON, 1985).

Es reconocido que el ácido nalidixico, así como otras más

nuevas fluoroquinolonas, pueden ser una causa potencial de

reacciones tototóxicas <ZELICKSON, 1964; BRAUNER, 1975; BARAN y

BRUN, 1986; PETRI y TRONNIER, 1986). En estas reacciones, la

absorción por la piel de la radiación A ultravioleta (UVA> causa

liberación de calor, peróxidos y radicales libres, conduciendo

a lesión tisular. Por lo tanto, es un hecho de que el tratamiento

con fluoroquinolonas con la exposición a la luz solar puede dar

lugar a tales reacciones. No obstante estas reacciones adversas
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parecen no presentarse con alta frecuencia como ha sido indicado

anteriormente.

En perros, se han observado tras dosis de 22 mg/kg de

norfloxacina desórdenes gastrointestinales que se anulan cuando

la dosis se disminuye a 16,5 mg/kg (WALKER et al., 1989). Otros

signos de toxicidad producidos por la terapia de norfloxacina en

perros incluyen erosión de los cartílagos sobre todo en perros

jóvenes y la aparición de cristaluria, efecto constatado con

dosis de 50 mg/kg durante periodos prolongados <CORRADOet al.,

1987>.

MACHIDA et al. <1990> describen alteraciones en las

articulaciones de diferentes especies animales jóvenes <ratas,

ratones, conejos, perros y monos> tras tratamiento con

norfloxacina. Perros tratados oralmente a dosis de 20, 50 y 200

mg/kg durante 7 días consecutivos fueron sometidos a exámenes.

A la dosis de 200 mg/kg a partir del tercer día se observó

comportamiento anormal, tal cono rechazo a levantarse, actividad

motora reducida y marcha envarada. La dosis mínima que parecía

originar lesiones articulares fué 50 mg/kg; los perros tratados

con esta dosis exhibían formación de vesículas y erosiones

locales. El valor de Cmax plasmática de norfloxacina a esta mínima

dosis en que se producen artropatías fue de 5,11 pg/ml. Todavía

se desconoce la patogénesis y/o mecanismos bioquímicos implicados

a nivel molecular en el desarrollo de las artropatías; los

hallazgos morfológicos incluyen erosiones en el cartílago junto

con una efusión no inflamatoria y células libres en la cavidad
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articular; este estado se traduce en una reducción en la

viabilidad del cartílago o en una degeneración, siendo

generalmente el cartílago incapaz de regenerarse por lo que este

estado patológico puede servir como el punto de inicio para una

artropatía deformante <CHRIST et al., 1988>.

Al igual que ocurre con la norfioxacina, existe evidencia

de que la administración crónica de ciprofloxacina produce

alteraciones en las articulaciones que soportan peso en algunas

especies animales. Se ha demostrado que perros jóvenes tratados

con 100 mg/kg de ciprofloxacina, vía oral, durante 14 días,

desarrollan artropatías; aunque no todas se manifiestan

macroscópicamente, si se observa por resonancia magnética una

afectación del líquido sinovial (SCHLÚTER, 1989>. También la

enrofloxacina en perros cachorros a dosis de 30—60 mg/kg, 14

días, produce lesiones en cartílago, de naturaleza degenerativa,

de las articulaciones que soportan peso (BAUDITZ, 1987).

Con respecto a las alteraciones renales, que incluyen

depósitos de cristales de complejos de magnesio/proteína a nivel

de los tubulos renales, este efecto podría tratarse de una

reacción de pH específica que puede suceder más probablemente en

especies animales que presenten un pH urinario alcalino como son

la rata y el mono. Los estudios sugieren que la relativa

insolubilidad de la ciprofloxacina a pH alcalino podría conducir

a la aparición de cristaluria, dando como resultado una lesión

tubular (SCHLUTER, 1986>. THORSTEILNSSONet al. (1986) indicaron

que una dosis única de 1000 mg de ciprofloxacina condujo al
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desarrollo de cristaluria en un voluntario sano cuya dieta era

suplementada con bicarbonato sádico para alcalinizar la orina.

Por el contrario, voluntarios sanos que recibieron dosis únicas

de 500 a 1000 mg de ciprofloxacina, con dieta regular o

suplementada con cloruro amónico para conseguir la acidificación

de la orina, no desarrollaron cristaluria. Solo se presenté

nefrotoxicidad a dosis mayores de las requeridas para producir

cristaluria, es decir a dosis no terapeúticas (SCHLUTER, 1987>.

Una cristaluria relacionada con la terapia de fluoroquinolonas

se presenta raramente <ARCIERI et al., 1987; SCHACHT et al.,

1988>. Unicamente se ha podido constatar un caso de nefritis

intersticial tras el tratamiento con ciprofloxacina <ARCIERI et

al., 1986), así como el desarrollo de síntomas de nefritis

intersticial (poliuria esteril, presencia de cilindros granulosos

y aumento de la creatinina plasmática> en pacientes fibrocísticos

(STUTMAN, 1987>.

Con respecto a los estudios de toxicidad subcrónica

realizados con la enrofloxacina principalmente en ratas y en

perros, se ha demostrado que el perro toleré dosis de 2000 mg/kg

de pienso, lo que aproximadamente representa una dosis de 52

mg/kg peso vivo por día. A esta dosis en el perro no se

observaron lesiones renales (cristalización intra—renal>, ni a

nivel oftalmológico aparición alguna de cataratas <ALTREUTHER,

1987>. En ratas no se presentaron efectos teratógenos hasta la

dosis máxima estudiada de 875 mg/kg. No obstante, en ratas

tratadas con dosis de 210—875 mg/kg se observó un descenso de los

pesos de los fetos, y a la dosis máxima de 875 mg/kg se observó
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también una reducción del número de la camada (ALTREUTEER, 1987).

Las fluoroquinolonas producen resultados positivos en

algunos sistemas de ensayo para mutagenicidad (SCHLUTER, 1986>.

Este efecto ha podido ser demostrado con todas las quinolonas

disponibles actualmente, desde las primeras como el ácido

nalidixico a las más nuevas fluoroquinolonas como La

ciprofloxacina, aunque no necesariamente en los mismos sistemas

de ensayo. Las dificultades surgen en la interpretación de las

investigaciones basadas en ensayos microbiológicos, tales como

el test de Ames, ya que estos fármacos son tan efectivos sobre

el organismo de ensayo, Salmonella typhimurium, que su actividad

bactericida domina cualquier evidencia de mutagenicidad. Sin

embargo, las fluoroquinolonas también dan resultados positivos

en ensayos que detectan respuestas a lesión del DNA <por ejemplo,

síntesis del DHA en hepatocitos de rata), en ensayos que detectan

mutaciones genéticas <ejemplo, el sistema linfoma de ratón), y

en aquellos que demuestran mutación cromosómica (ejemplo, ensayos

de micronúcleo de ratón y dominancia letal> (SCHLUTER, 1986). No

obstante, cuando se administra ciprofloxacina a ratas en

comparación con un mutágeno conocido <acetilaminofluorina>, no

se ha podido demostrar efectos in vivo mutagénicos con la

ciprofloxacina, sugiriendose que los resultados positivos ja

viti-o podrían ser originados por “un sistema artefacto” <McQUEEN

y WILLIAMS, 1987). Igualmente ensayos evaluando indices de

mutación basal del DNA de células eucarióticas tras la exposición

a fluoroquinolonas no han demostrado ningún incremento <HUSSY et

al., 1986>, Y ensayos crónicos de carcinogenicidad en ratas con
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ciprofloxacina tampoco han demostrado ninguna evidencia de tumor

(SCI-ILUTER, 1986). No existe evidencia clara en animales de

mutagenicidad o carcinogenicidad por fluoroquinolonas <MELCION

y CORDIERA, 1986).

El lugar diana de la actividad de las fluoroquinolonas sobre

la subunidad A del DNA girasa bacteriano ha conducido a especular

que estos agentes terapéuticos podrían afectar también

adversamente la función de análogos de mamíferos, tipo

topoisomerasas II. Observaciones sobre la síntesis del DNA tras

exposición a concentraciones crecientes de fluoroquinolonas

claramente demostraban que, si bien podía ser detectada una

inhibición reversible de la DNA polimerasa de mamíferos y

topoisomerasas 1/II tras exposición a concentraciones del

fármacos superiores a 50 pg/ml, ningún efecto púdo ser demostrado

con las concentraciones terapéuticas que se alcanzan en el hombre

y en los animales. Tampoco en experimentos en animales se ha

podido demostrar efecto citotóxico sobre el crecimiento de

linfocitos de timo de cordero con los niveles que se alcanzan

terapéuticamente a nivel tisular. Las concentraciones requeridas

para inhibir el 50 % del crecimiento fueron entre 100 y 300 pH

para la ciprofloxacina, y fueron muchísimo menores por ejemplo

para aquellos agentes citotóxicos tales como el cis—platino <0,6

pH) y melfalan <1 pM). Para la muerte celular se requirieron

concentraciones superiores a 1000 ¡ig/ml para la ciprofloxacina

(HUSSY et al., 1986). La Tabla 2 recoge los resultados tomados

en la literatura por GOOTZ et al. <1990> sobre los efectos

inhibitorios de los agentes antibacterianos quinolonas en
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TABLA 2.. . IHHIBICIOH POR QIJINOLONAS EN SISTEMAS flE ENSAYOEUCARITICOS.

la vitro
Topoisornerasa II

U. melancaaster

Timo de ternero

Topoisornerasa 1

ENSAYO FARMACO
(Concentracion Inhibitoria>’ o

(respuesta>

Timo de tenero

DNA polimerasa a

Síntesis de DNA no—catalogado

Elución alcalina

Progresión del ciclo celular

Célula
Linfoma de ratón

la vivo
Célula

Médula ósea de ratón

Acido nalidíxico (625>
Acido oxollnico <340>
Ofloxacina (l300>b
Norfioxacina <300>b
ciprofloxacina <150>b

CP—67,015 <70)t

Ciprotloxacina (400»
Narfloxacina (300)

Ofloxacina, ácido anlidixico,
Ciprofloxacina (1.000)

Ciprofloxacina (positivo)
Norfloxacina (positivo)
Ofloxacina (positivo)
Pefloxacina <positivo)

Ciprofloxacina (10)
Ofioxacina <~~>

Ciprofloxacina (20)

Ciprcflo~5acina (positivo) d
Norfloxacina (positivo>d
Otioxacina (positivo> d
Pefloxacina (positivo)d
CP—67,015 <100>d

CP—67.015 <500>

‘Concentraciones inhibitorias ( pglml) para ensayos
animales para ensayos la vivo

.

en ensayos de catenaclón catalítica.
en reacciones de ruprura del DNA.

“Respuesta mutagérdospositiva.

la vitro o como dosis eficaz <mgIkg) en
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sistemas de ensayos eucarióticos.

La ciprofloxacina no origina cambios morfológicos o

funcionales en testículos de rata, si bien la administración de

otras fluoroquinolonas tales como pefloxacina o enoxacina a dosis

superiores a 80—100 mg/kg/día pueden originar una atrofia

testicular, defectuosa espermatogénesis, y en perros azoospermia

(MAYER, 1987; SCHLUTER, 1987).

Es reconocido que las más nuevas E luoroquinolonas pueden

presentar interacciones con otros fármacos. Se han realizado

diversos estudios sobre las interacciones de diferentes

fluoroquinolonas en especial con los derivados de las xantinas

y sobre todo con la teofilina.

SARECAR et al. (1990> en un sistema tu viti-o de microsomas

hepáticos humanos encuentra que la ciprofloxacina y la enoxacina

bloquean selectivamente las dos N—demetilaciones de la teofilina

e inhiben solo a altas concentraciones la hidroxilación.

RUBISTEIN y SEGEV (1987> indican que el lugar de interacción

entre la ciprofloxacina y la teofilina es el sistema enzimático

citocromo P450. Aunque el mecanismo exacto de esta interacción

no se conoce, se postula que los 4—oxo—metabolitos de los

compuestos fluoroquinolonas, y no el compuesto padre, son los

responsables directos de esta interacción <WIJNANDS et al.,

1986>. También se han sugerido interacciones a nivel renal en la

secreción tubular activa para explicar la disminución observada

en el aclaramiento de teofilina tras la administración de
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fluoroquinolonas <SEGEV et al., 1987>. Ensayos clínicos en los

que se aprecia un aumento de los niveles séricos de teofilina

tras la administración conjunta con ciprofloxacina son, entre

otros, los descritos por HOLMESet al. <1985), NIX et al. <1986),

WIJNANDS et al. (1986,1987>, RAOOF et al. <1987) y SCHWARTZet

al. <1988).

También se ha demostrado una interacción similar en la

coadministración de ciertas fluoroquinolonas y cafeína <HEALY et

al., 1987,1989; STAIB et al., 1987; STILLE et al., 1987) y entre

la fluoroquinolona enoxacina y la warfarina (TOON et al., 1987).

Por otro lado, BARRIERE et al. <1989> también indican que la

combinación ciprofloxacina y rifampicina origina una clara

interacción farmacocinética; la rifampicina es un clásico

inductor enzimático. Sin embargo CHANDLERet al. <1990> presentan

esta combinación libre de cualquier interacción medicamentosa

adversa.

La norfloxacina parece tener menores interacciones en la

administración conjunta con teofilina, no obstante a altas

concentraciones también se presenta interacción adversa

(NAECANISHI y OKUNO, 1990>. Estos autores observaron que ratas

tratadas con norfloxacina a dosis de 300 mg/kg presentaban una

vida media de eliminación de la teofilina mucho más prolongada,

mientras que tratadas con dosis de norfloxacina de 75 mg/kg no

se apreciaba ninguna interacción sobre la farmacocinética de

teofilina. Asimismo las fluoroquinolonas fleroxacina,

lomefloxacina y of loxacina también parecen no originar

T
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interacciones clinicamente significativas con la teofilina

<JANKNEGT, 1990), aunque posteriores investigaciones se hacen

necesarias para definir completamente este riesgo.

Lo que es claro es que las fluoroquinolonas, tales como

ciprofloxacina, norfloxacina y enrofloxacina, sufren

biotransformación vía sistema microsomal hepático citocromo P450

y por ello no es sorprendente de que el uso concomitante de estas

quinolonas junto con otros fármacos que compiten por el mismo

lugar de metabolismo conlleve a interacciones adversas

manifestadas claramente en los estudios farmacocinéticos. LUDWIG

et al. <1988> y TAN et al.<1989a> demuestran alteraciones

farmacocinéticas del fármaco antipirina por ciprofloxacina.

También, recientemente, ANADONet al. <1990c) demuestran en ratas

que el tratamiento con ciprofloxacina afecta marcadamente la

farnacocinética y el metabolismo del fármaco antipirina. La

excreción urinaria de los metabolitos de la antipirina,

norantipirina, 4—hidroxiantipirina y 3—hidroximetilantipirina,

disminuyó en un 73 %, 43 % y 54 %, respectivamente, tras el

tratamiento con ciprofloxacina, resultado que demuestra que la

ciprofloxacina es capaz de inhibir el metabolismo oxidativo de

fármacos.

Respecto a las interacciones entre fluoroquinolonas y

compuestos antiácidos, u otros fármacos que afectan la absorción,

existen investigaciones que demuestran que antiácidos conteniendo

magnesio y/o aluminio e incluso hierro, pueden inhibir la

absorción oral de ciprofloxacina y otras quinolonas en su
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administración conjunta (HÓFFKEN et al., 1985b; BEERI4AN et al.,

1986; FLEMING et al., 1986; PREHEIM et al., 1986; GOLPERet al.,

1987; RUBINSTEIN y SEGEV, 1987; J-IOFFKEN et al., 1988; BROUWERS

et al., 1989; FROST et al., 1989; LODE et al., 1989; POLK et al.,

1989>. El mecanismo de esta interacción probablemente se

encuentra en la formación de quelantes en el intestino.

Aunque los primeros datos sugerían que el carbonato cálcico

no interfería con la absorción de fluoroquinolonas, algunos

estudios han demostrado una disminución de la biodisponibilidad

oral de ciprofloxacina y de norfloxacina por la administración

conjunta con carbonato cálcico <0,5 — 1 g> <SAI-IAl et al. 1989;

NIX et al., 1989>. Por otro lado, la administración simultanea

de carbón activado <1 g> apenas muestra efecto inhibidor sobre

la absorción oral de ciprofloxacina (TORRE et al., 1989>; no

obstante, dosis de 20 a 40 g, si modifican el aclaramiento

corporal total de dicha fluoroquinolona (JAERDE et al., 1989).

Antagonistas de receptores histaminérgicos E2 como la cimetidina

y ranitidina tampoco tienen efecto significativo sobre la

absorción de ciprofloxacina <RtJBINSTEIN y SEGEV, 1987; HOFEREN

et al., 1988).

También se han estudiado interacciones entre

fluoroquinolonas y ciertos fármacos citostáticos, y se sugiere

por los resultados obtenidos, aunque deben realizarse posteriores

investigaciones, posibles reacciones adversas en el uso conjunto

de fluoroquinolonas con compuestos tales como cis—platino,

nitrosourea, nitrosoguanidina, melfalan y ciclosporina A <TAN et
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al., 1986b; RUBINSTEIN y SEGEV, 1987; KRONBACHet al., 1988> y

con doxorubicina y nitrofurantoina <KAPLOWITZ et al., 1986>.

Asimismo existen investigaciones que sugieren que fármacos

antiinflamatorios no esteroides aumentan la toxicidad de las

fluoroquinolonas sobre el SNC <BECECHANet al., 1987; MORLKAWAK

et al., 1987>, e igualmente se han presentado casos de

interacciones entre ciprofloxacina y fármacos tipo

metoclopramida, midazolam y ciertos alcaloides como la morfina,

codeína y atropina (RUBINSTEIN y SEGEV, 1987; ORROet al., 1988:

MORHANet al., 1989>.

Respecto a las interacciones por la combinación de

ciprofloxacina y otros antimicrobianos, existen en la literatura

varios estudios sobre sinergismo, antagonismo o no interacción.

LEWIN y SMITH <1989> demostraron que la rifampicina <inhibidor

de la síntesis del DNA bacteriano), tetraciclina, eritromicina,

clindamicina y cloranfenicol <inhibidores de la síntesis proteica

y del RNA bacteriano) antagonizaban la actividad bactericida de

las 4—quinolonas.

Los aminoglucósidos, a diferencia de otros inhibidores de

la síntesis de proteínas y del RNA, lesionan la membrana

bacteriana <TANAECA 1982; DAVIS, 1987>. Esto es un efecto

adicional relacionado con la inhibición de la síntesis de

proteínas, ya que la adición de cloranfenicol elimina la lesión

de la membrana causada por la estreptomicina <TANAKA, 1982; TAY

y DAVIS, 1985>. Se ha sugerido que esta lesi6n causada por los

aminoglucósidos en la membrana bacteriana ofrece una explicación
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para que estos fármacos sean bactericidas frente a E. c2oli en

contraste al cloranfenicol, tetraciclina y eritromicina, que son

meramente bacteriostáticos <TANAKA, 1982; TANAKA et al., 1984).

El efecto de los aminoglucósidos sobre la membrana bacteriana

parece ser propio provoque una interacción con las 4—quinolonas.

Las alteraciones en la permeabilidad de la membrana pueden

incrementar la captación de 4—quinolonas aumentando de este modo

su actividad bactericida. Alternativamente, los aminoglucósidos

pueden actuar vta efectos sobre la iniciación de la replicación

del DNA, puesto que las 4—quinolonas también afectan la

replicación del DNA. La observación de que concentraciones

subinhibitorias de aminoglucósidos aumentan la actividad

bactericida de las 4—quinolonas, pero no a la viceversa, sugiere

que la primera hipótesis es la más probable, aunque son

necesarias posteriores investigaciones para identificar el

mecanismo por el cual los aminoglucósidos aumentan la actividad

bactericida de las 4—quinolonas.

Otros investigadores también han demostrado sinergismo entre

aminoglucósidos y la ciprofloxacina iii vitro (CHALKLEY Y

KOORNHOF, 1985>. Es interesante indicar que combinaciones de

algunos antagonistas de la pared celular y ciprofloxacina son

sinérgicas frente a P. aeruginosa tanto in viti-o como in vivo

<CHALKLEY y KOORNHOF, 1985; BUSTAMANTEet al., 1987; FU et al.,

1987; GIAMARELLOUy PETRIKKOS, 1987>. De aquí, es posible que los

antagonistas de la pared celular puedan, en algunos casos, actuar

sinérgicamente con las 4—quinolonas, más bien que definir que la

combinación sea aditiva o indiferente. Sin embargo, no se ha
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descrito antagonismo de la actividad bactericida de las 4—

quinolonas por los antagonistas de la pared celular.

1.8. Objetivos del trabajo

En la actualidad, las fluoroquinolonas ciprofloxacina,

norfloxacina y enrofloxacina, todas ellas por su amplio espectro

de actividad antimicrobiana, tienen un gran potencial terapéutico

en el tratamiento de infecciones

— infecciones sistémicas graves (septicemia, bacteremia,

peritonitis>

— infecciones de las vías respiratorias <bronconeumonía,

neumonía, bronquitis aguda y crónica, exacerbación aguda de

fibrosis quistica, bronquiectasia)

— infecciones gastrointestinales (diarrea infecciosa)

— infecciones de vías biliares <colangitis, colecistitis, epiema

de la vesícula biliar)

— infecciones intra—abdominales <peritonitis, abcesos intra—

abdominales>

— infecciones osteoarticulares (osteomielitis, artritis séptica>

— infecciones de la piel y tejidos blandos <úlceras infectadas,

infecciones de heridas, abcesos, otitis externa, quemaduras

infectadas)

— infecciones pélvicas <salpingitis, endometritis>

— infecciones otorrinolaringológicas <otitis media, sinusitis,

mastoiditis, tonsilitis>.

¡ ¡ r
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En medicina veterinaria, por el momento, es la enrofloxacina

la fluoroquinolona de uso en práctica clínica recomendada para:

1) Aves : infecciones causadas por especies de Mycoplasma,

E. cali. (colisepticemia>, Salmonella, Haemophilusparagallinarum

<coriza contagiosa>, Pasteurella (cólera>, Staphylococcus,

Erysepelothrix, infecciones mixtas (Mycoplasma, E. cali, entre

otras), infecciones secundarias de animales infectados por virus.

2> Porcinos : infecciones por E. col. (colidiarrea,

colienterotoxemia>, por especies de Salmonella, Pasteurella,

Bordetella, Haemophillus, Mycoplasma, complejos infecciosos como

neumonía enzoótica <endémica), rinitis atrófica, síndrome MMA

<mastitis—metritis—agalaxia).

3) Bovinos : infecciones por E. col. <colibacilosis,

colisepticemia), especies de Salmonella, Pasteurella, Mycoplasnta.

4) Ovinos/caprinos : infecciones por E. coli, especies de

Staphylococcus, Mycoplasma agalactiae.

5) Caninos/felinos : infecciones bacterianas simples o

mixtas de diversa localización como en sistemas digestivo,

respiratorio, genitourinario, piel, conducto auditivo, heridas.

6) Contraindicada en équidos.

En base a los conocimientos y literatura científica

existente para estas nuevas fluoroquinolonas se viene

evidenciando que estos agentes antimicrobianos comparten

propiedades inhibidoras enzimáticas, parecen inhibir el

metabolismo oxidativo de otros fármacos administrados

conjuntamente <NIX et al., 1986; WIJNANDS et al., 1986,1987;

RAOOF et al., 1987; RUBISTEIN y SEGEV, 1987; STILIJE et al., 1987;

1~
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HEALY et al.., 1987, 1989; LUDWIG et al., 1988; SCHWARTZet al.,

1988; TAN et al., 1989a; ANADONeta).., 1990c; NAKANISHI y OKUWO,

1990; SARKAR et al., 1990), efecto que puede suponer una

interacción medicamentosade significancia toxicológica <ANADON

et al., 1989,1990a,1991). Es importante para evitar riesgos

potenciales en el uso clínico de estas nuevas fluoroquinolonas

un mayor conocimiento de su poder potencial inhibidor enzimático

que nos permita establecer precauciones de uso así como las

incompatibilidades con otros medicamentos.

El presente trabajo de investigación tiene como propósito

proporcionar información complementaria aportando resultados de

posibles efectos de inhibición enzimática por ciprofloxacina,

norfloxacina y enrofloxacina. El estudio Eué dirigido para

examinar la influencia del tratamiento de dosis múltiples de

ciprofloxacina, norfloxacina y enrofloxacina sobre la cinética

de antipirina en perros.

La antipirina es probablemente, el fármaco modelo más

ampliamente usado en investigaciones sobre la influencia de

factores, ya sean genéticos, de enfermedad, ambientales y de

fármacos, sobre el indice de actividad hepática metabolizante de

fármacos <VESELL, 1972,1979; ANADON, 1983). La antipirina se

metaboliza ampliamente en el organismo corporal al menos en

cuatro metabolitos primarios y estos són excretados en forma

conjugada en la orina <BRODIE y AXELROD, 1950; BATY y PRICE—

EVANS, 1973; YOSHIMURAet al., 1968,1971>. Los cuatro metabolitos

identificados son 4—hidroxi—antipirina, norantipirina,
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3—hidroximetil—antipirina y 3—carboxi—antipirina. Existen datos

en animales que indican que la producción de estos metabolitos

está regulada por diferentes isoenzimas del citocromo P450

(DANHOFF et al., 1979b; REODESy HOUSTON, 1983; TEUNISSEN eta)..,

1983a,b>. Así, la primera aplicación de la antipirina fué para

medir alteraciones en la capacidad de voluntarios normales para

metabolizar fármacos tras la imposición de diversas condiciones.

La clave importante de la investigación es que experimentalmente

cada sujeto se utiliza como su propio control para establecer la

capacidad enzimática metabolizante de fármacos individual, es

decir un estado no—inducido 6 no—inhibido (VESELL y PACE, 1969>.

Por lo tanto para evaluar posibles alteraciones surgidas en

la capacidad de metabolización de fármacos, particularmente sobre

el metabolismo oxidativo hepático, por el tratamiento de las

fluoroquinolonas ciprofloxacina, norfloxacina y enrofloxacina en

perros, nosotros hemos estudiado la cinética de la antipirina en

estos animales antes y tras el tratamiento prolongado de estas

fluoroquinolonas. De forma paralela hemos también evaluado las

enzimas plasmáticas fosfatasa alcalina, aspartato

aminotransferasa, alanina aminotransterasa y gamma—

glutamiltransferasa.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Protocolo esnerimental

Los ensayos fueron realizados en un total de 18 perros

machos, sanos, mestizos de Pastor Aleman (fenotipicamente

similares), con un rango de edad de 1 a 2 anos y peso corporal

de 20 kg a 32 kg. Todos los propietarios de estos animales fueron

informados de los ensayos a realizar y dieron su conformidad o

consentimiento por escrito para llevar a cabo las investigaciones

presentadas en esta memoria.

Los perros utilizados en los ensayos fueron identificados

con un estado de saLid normal por exploración clínica

<temperatura corporal, inspección de piel y anejos, inspección

de mucosas conjuntival y bucal, frecuencia cardiaca, ganglios

linfáticos retrofaringeos, preescapulares y poplíteos,

auscultación del aparato respiratorio, palpación abdominal> y

exámenes laboratoriales de bioquímica sanguinea. Los animales se

aclimataron 5 días antes de los ensayos en el laboratorio de

investigación del animalario con humedad y temperatura

controladas (25W, 45—65%humedad). Durante los experimentos, los

perros se situaron en jaulas individuales especificas para perros

y se alimentaron con un pienso comercial, alimento sólido

extrusionado completo y equilibrado (Royal Canin, Club Croc> y

agua ad libitum.

Los perros utilizados en esta investigación habían sido
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vacunados a las 8 semanas de edad de moquillo, hepatitis vírica,

leptospirosis y parvovirosis <Tetradog MHPL, Rhóne—Herieux),

revacunados al mes siguiente de parvovirosis (Parvodog P, Rhóne—

Merieux) y revacunados de nuevo a los 2 meses de la primera

vacunación de moquillo, hepatitis vírica y leptospirosis <Canif fa

MIlL, Rhóne—Merieux>. Estos perros a la edad de 6 meses fueron

vacunados de rabia <Imrab, Rhóne—Merieux). Posteriormente, los

animales han sido anualmente revacunados frente a todas estas

enfermedades y frente a la tos de las perreras (Hexadog MHPLR,

Rhdne—Merieux>, y desparasitados dos veces anualmente con dosis

únicas de oxibendazol, 15 mg/kg, y niclosamida, 120 mg/kg

<Vitaminthe, virbac>, y con praziquantel, 5 mg/kg (Droncit,

Bayer). No obstante, se constató que al inicio de nuestros

experimentos, estos perros no hablan sido sometidos a ningún tipo

de medicación durante un periodo de tiempo anterior de al menos

2 meses.

Los animales fueron divididos en tres grupos de 6 perros

cada uno y se efectuaron 3 estudios cruzados:

— CruDo 1 : 6 perros identificados con las siglas OCP1,

0C22, OCP3, OCP4, 0C25 y OCPE, de peso corporal 25, 28, 32, 25,

25 y 30 kg, respectivamente, recibieron una dosis única de

antipirina <20 mg/kg> por vía endovenosa en la vena cefálica.

Tras la administración de antipirina se recogieron muestras

sanguineas seriadas a los periodos de tiempo de 15 mm, 30 mm,

1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas. Las muestras sanguineas fueron

recogidas, previa inserción de una cánula permanente, en tubos
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heparinizados. El plasma fué separado tras centrifugación y se

almacenó a —209 C hasta el esayo de la concentración de

antipirina.

Seguidamente, estos animales fueron sometidos a un

tratamiento con ciprofloxacina, dosis orales de 30 mg/kg durante

10 días. La dosificación fué realizada vía oral con alimento, con

los perros en ayunas <al menos de 12 horas). Un día después de

la administración de la última dosis de ciprofloxacina los 6

perros, ahora identificados manteniendo el mismo orden como lCPl,

lCP2, 1023, 1024, 1025 y 1026, respectivamente, recibieron de

nuevo una dosis única de antipirina de 20 mg/kg, i.v.

Seguidamente, en estos perros se recogieron muestras sanguineas

seriadas, y se procedió de la misma manera descrita anteriormente

a fin de evaluar la concentración plasmática de antipirina.

Los 6 perros del Grupo 1 fueron sometidos, antes y tras el

tratamiento con ciprofloxacina, a una analítica bioquímica

sanguinea determinandose las medidas o parámetros siguientes

actividad de las enzimas fosfatasa alcalina, aspartato

aminotransterasa (AST), alanina aminotransfersa (ALT), gamma—

glutamiltransferasa <T—GT), y concentración de urea, bilirrubina

total y creatinina.

— Grupo 2 : 6 perros identificados con las siglas OENRl.

OENR2, OENR3, OENR4, OENRS y OENR6, de peso corporal 29, 27, 20,

25, 28 y 25 kg, respectivamente, recibieron una dosis única de

antipirina <20 mg/kg) por vía endovenosa en la vena cefálica.



78.

Tras el tratamiento de antipirina se recogieron muestras

sanguineas seriadas a los periodos de tiempo de 15 mm, 30 mm,

1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas, como previamente se describio en el

Grupo 1, a fin de evaluar la concentración plasmática de

antipirina.

Seguidamente, estos animales fueron sometidos a un

tratamiento con enrofloxacina, dosis orales de 30 mg/kg durante

10 días. La dosificación fué realizada vía oral con alimento, con

los perros en ayunas (al menos de 12 horas>. Un día despues de

la última dosis de enrofloxacina, los perros ahora identificados

manteniendo el mismo orden como lENRí, 1ENR2, ENR3, 1ENR4, ÍENRS

y 1 ENR6, respectivamente, recibieron, de nuevo, una dosis única

de antipirina de 20 mg/kg, x.v. Seguidamente, en estos perros se

recogieron muestras sanguineas seriadas y se procedió de la misma

manera descrita anteriormente en el Grupo 1, a fin de evaluar la

concentración plasmática de antipirina.

Los 6 perros del Grupo 2 fueron sometidos, antes y tras el

tratamiento con enrofloxacina, a una analítica bioquímica

sanguinea determinandose los parámetros sanguineos siguientes

actividad de las enzimas fosfatasa alcalina, AST, ALT, Y—GT, y

concentración de urea, bilirrubina total y creatinina.

Grupo 3 : 6 perros identificados con las siglas ONORí,

ONOR2, ONOR3, 0N0R4, ONOR5 y ONOR6 de peso corporal 25, 22, 23,

25, 23 y 24 kg, respectivamente, recibieron una dosis única de

antipirina <20 mg/kg) por vía endovenosa en la vena cefálica.
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Tras el tratamiento de antipirina se recogieron muestras

sanguineas seriadas a los periodos de tiempo de 15 mm, 30 mm,

1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas, como previamente se describió en el

Grupo 1, a fin de evaluar la concentración plasmática de

antipirina.

Seguidamente, estos animales fueron sometidos a un

tratamiento con norfloxacina, dosis orales de 10 mg/kg durante

10 días. La dosificación fué realizada vía oral con alimento,

con los perros en ayunas (al menos de 12 horas). Un día después

de la última dosis de norfloxacina, los 6 perros ahora

identificados manteniendo el mismo orden como iNORí, 1NOR2,

lNOR3, lNOR4, lNORS y lNOR6, respectivamente, recibieron, de

nuevo, una dosis única de antipirina de 20 mg/kg, i.v.

Seguidamente, en estos perros se recogieron muestras sanguineas

y se procedió de la misma manera descrita anteriormente en el

Grupo 1, a fin de evaluar la concentración plasmática de

antipirina.

Los 6 perros del Grupo 3 fueron sometidos, antes y tras el

tratamiento con norfloxacina, a una analítica bioquímica

sanguinea determinandose los parámetros siguientes : actividad

de las enzimas fosfatasa alcalina, AST, ALT, T—GT, y

concentración de urea, bilirrubina total y creatinina.
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2.2. Ensayos laboratoriales de bioquímica clínica

En los tres estudios cruzados, los perros de los 3 Grupos

fueron sometidos a las medidas sanguineas, antes y tras el

tratamiento con las fluoroquinolonas ciprofloxacina,

enrofloxacina y norfloxacina, siguientes medidas enzimáticas

de fosfatasa alcalina, aspartato aminotransferasa <AS’2), alanina

aminotransferasa <ALT> y gamma—glutamiltransferasa <T—GT), y

concentración de urea, bilirrubina total y creatinina, por

métodos espectrofotométricos usando sustratos reactivos

comerciales (BioSystems S.A.), kits específicos para cada

parámetro a estudio, por medio de un sistema Analizador Químico

automático Biotecnica Tnstruments model ARCO BT—2245, equipado

con grupo óptico Uy/VIS, paso de banda <8 nm, precisión

fotométrica +/— 1% de O a 2,5 D.O., linearidad fotométrica > 1%,

bomba peristáltica de volumen de aspiración programable,

impresora de monitorización automática, placa rotatoria para

muestras y standards, diluidor automático, sistema de datos con

calibración automática y memoria de programas.

A cada uno de los perros sometidos a estudio se les extrajo

una muestra de sangre, se recoge en tubo heparinizado y se aisla

el plasina tras centrifugación. El plasma (0,1 — 0,2 mí) se somete

a los análisis anteriormente indicados.
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2.3. Ensayo analítico de anti»irina

Para analizar cuantitativamente la antipirina en

plasma se han descrito diversos métodos en la literatura.

En principio se utilizaron ensayos espectrofotométricos

como los descritos por BRODIE et al. (1949> y por SCHUPPEL

<1968), pero estos métodos tienen pobre reproductibilidad.

Se han descrito posteriormente otros ensayos por

cromotografia gas—liquido para determinar antipirina en

fluidos biológicos con una mayor selectividad y con un

límite de detección de 0,5 — 2,0 pg/ml <PRESCOTT et al.,

1973; HUFFHAN, et al., 1974; LINDGREN et al., 1974; VAN

BOXTEL et al., 1976; BRINKMAN y HENGSTMANN, 1976; MEEFIN

et al., 1977; TSCHANZ et al., 1977>. Además de estos

ensayos descritos también se han publicado otros métodos

por cromotografía líquida de alta resolución <HPLC> y por

radioinmunoensayo <WELCH et al., 1975; EICEELBAUM y

SPANNBRUCKER, 1978; DANHOF et al., 1979a>.

Una vez estudiados los métodos disponibles en la

literatura, para el presente trabajo de investigación hemos

elegido el método por HPLC para el análisis de antipirina

descrito por DAI’IHOFF et al. (1979a> por sus mejores

coeficientes de selectividad, variación , y límite de

detección (10 ng/mí). Utilizando este método, la
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determinación cuantitativa de antipirina en plasma es muy

sensible y rápida, alta reproductibilidad, con buena

precisión en el rango de concentración lineal de 0,01 —

20,0 pg/ml, las desviaciones standard no exceden de ± 3,6

sin existir ninguna interferencia entre la antipirina

inalterada y sus metabolitos, ni tampoco entre las

fluoroquinolonas a estudio ni con ningúno de los

constituyentes endógenos presentes en el plasma (es decir

ninguna sustancia interferente es co—extraída>.

El procedimiento seguido fué el siguiente

a cada una de las muestras de plasma <1 mí) se le ariadió

0,1 ml de hidróxido sódico 2 bE Tras su mezclado, a

continuación, la muestra fué extraída dos veces con 5 ml de

una mezcla de diclorometano/pentano a volúmenes iguales,

<1:1>. Se agitó vigorosamente en tubo cerrado con tapon por

medio de un agitador Heidolp Reax 2000 durante 1 minuto y

seguidamente se centrifugó a 4.000 rpm en centrífuga

Sorwall, modelo RC—5b, durante 10 minutos. Las fases

orgánicas de cada muestra separadas por la centrifugación

(la capa orgánica corresponde con la capa de la parte

superior> se recogieron juntas combinadas y se evaporó a

sequedad a 40~ C bajo corriente de nitrógeno. Finalmente,

el residuo se disolvio en 0,5 ml del eluyente o fase movil,

y una alicuota de 20 pl se inyecta en el HPLC.
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El sistema cromatográfico líquido de alta presión

utilizado fué un Shimadzu, modelo L—6A, equipado con

detector espectrofotométrico ultravioleta de longitud de

onda variable, Shimadzu, modelo SPD—6A, un procesador de

datos Shimadzu, Chromatopac C—R6A, y una columna

cromatográfica <Merck) Lichrosorb RP—2 con un tamano de

particula de 5 ym <4 x 150 mm).

El eluyente o fase movil consistió en una solución de

5% de acetonitrilo en buffer fosfato 0,05 M <PH 6,5). El

flujo fué seleccionado a 1,5 mí/mm, y la detección se

realizó a una longitud de onda de 244 nm.

El método del standard externo fué empleado para la

cuantificación de la antipirina. Para el plasma, las curvas

standard fueron lineales de 0,01 a 20 pg de antipirina/mí,

con coeficientes de variación intra e interdia por debajo

de 3,6% . El limite de detección de antipirina fue 0,01

pg/ml. La recuperación de antipirina en plasma fué mayor de

un 99%
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2.4 Análisis de datos

Los datos de las concentraciones plasmáticas de

antipirina, obtenidos tras administración i.v. de dosis

únicas de 20 mg/kg en cada uno de los animales, fueron

fijados mediante computador usando el programa no lineal de

mínimos cuadrados ELSFIT <SHEINER, 1981) para su análisis

cinético. Las curvas de las concentraciones plasmáticas de

antipirina VS tiempo fueron fijadas a un modelo

bicompartimental para el análisis cinético. Las curvas de

las concentraciones plasmáticas de antipirina VS tiempo

declinaron exponencialmente y los datos se fijaron a la

siguiente ecuación exponencial <BAGGOT, 1977; WAGNER,

1975,1976>

C~=A1.e«t +

Esta ecuación fué elegida usando el método estadístico

denominado “estimación mínima del Criterio de Información

de Akaike’ <YAMAOKAet al., 1978>.

El modelo bicompartimental considera el oraganismo

dividido en dos compartimientos

1> El plasma, los fluidos intersticiales y el agua
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intracelular asequible (tejidos bien irrigados) formarían

un compartimiento muy bien caracterizado cineticamente

denominado compartimiento central <compartimiento n~ 1).

Por definición, la distribución del medicamento en todos

sus elementos seria instantanea, y su concentración

uniforme e igual a la existente en el plasma.

2) El agua intracelular profunda <tejidos poco

vascularizados) y los depósitos no acuosos <proteínas,

ácidos nucléicos y lípidos intracelulares) se agruparían en

un compartimiento periférico <compartimiento n~ 2> al que

el medicamento accedería más lentamente desde el plasma, de

modo que transcurriría un tiempo variable antes de la

consecución del equilibrio del medicamento en el total del

organismo.

En el seno del compartimiento central se

materializarían los procesos de eliminación del medicamento

por metabolismo y excreción, regidos por una constante de

eliminación <K10). Este compartimiento canalizaría además

el proceso de distribución del medicamento al

compartimiento periférico, regido por la constante de

distribución (‘<~=)~ y, en el caso de que la administración

fuera extravasal, tambien el proceso de absorción,

gobernado por una constante de absorción <Ka)•
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En eJ. compartimiento periférico, desprovisto de

mecanismos metabólicos y excretores de importancia, el

medicamento permanece depositado pasivamente, y su retorno

al plasma <regido por la constante de retorno I{~~) depende

del grado de eliminación en el compartimiento central y de

la afinidad que el medicamento presente hacia los depósitos

no acuosos.

Aunque la velocidad de acceso del medicamento a los

diferentes elementos del compartimiento periférico no es la

misma y la velocidad de salida tampoco lo es, en la

práctica los retardos en la distribución y en el retorno se

consideran aditivos y estan cuantificados globalmente por

las constantes K12 y K21. Del mismo modo, la constante de

absorción (K5> engloba a las de liberación y absorción, y

la constante de eliminación <R,0) engloba a las de

metabolismo y excreción.

Los procesos de absorción, distribución y eliminación

asociados con éste modelo se asume obedecen cinéticas de

orden uno, es decir, la velocidad en que un fármaco se

absorbe y se elimina a partir del compartimiento central,

es proporcional a la concentración del fármaco en dicho

compartimiento.
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La curva de disposición que expresa como la

concentración plasmática de la antipirina desciende en

función del tiempo, en un modelo bicompartimental, tras

dosis i.v. se describe matematicamente por la expresión

exponencial <Figura 3>

= A1 . e«t + A2 . e-st

donde C~ es la concentración de antipirina en plasma a

tiempo t, A1 y A2 son coeficientes matemáticos de

‘intersección” con la concentración, concentraciones de

antipirina extrapoladas a tiempo cero, y a y 13 son las

constantes híbridas de la fase dedistribución global y

de la fase terminal de eliminación, respectivamente, y “e”

representa la base del logaritmo natural. El perfil

concentración—tiempo <Figura 3) presentado en forma

semilogarítmica demuestra una curva con dos porciones o

fases, la primera principalmente se debe a una distribución

<por difusión pasiva) de la antipirina desde el

compartimiento central al compartimiento periférico. Una

vez se ha alcanzado un equilibrio de pseudo—distribución,

la velocidad de eliminación de la concentración plasmática

de antipirina se reduce y vienen determinada principalmente

por la eliminación de la antipirina del compartimiento

central. Esta porción terminal lineal de la curva de
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disposición se denomina apropiadamente “fase de

eliminación” y a partir de su pendiente <—13/2,2303> se

deriva la vida media de eliminación <t½13> o semiperiodo

biológico del fármaco. Resolviendo la curva de disposición

en sus componentes por el método de residuales, se obtiene

el segmento lineal denominado “fase de distribución”

<GIBALDI et al., 1969>.

En los estudios de disposición, los coeficientes A1 y

A2 y las constantes de velocidad a y 13 se calculan a partir

de los datos experimentales por análisis de regresión no

lineal por mínimos cuadrados. Las constantes experimentales

A1, A2, a y 13 se usan para calcular las constantes

farmacocinéticas ¡<12v ¡<21 y K10 que estan asociadas con el

modelo bicompartimental.

Los parámetros farmacocinéticos investigados tras

administración i.v. de antipirina fueron

— A1 y A2, concentraciones del fármaco extrapoladas a tiempo

cero.

— a y 13, constantes de disposición. ambas son constantes

hibridas y gobiernan en conjunto los procesos de

distribución del medicamento al compartimiento

periférico, de retorno al central y de eliminación del
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mismo por biotransforación y excreción.

— t½ay t½13,vidas medias o semiperiodos plasmáticos para

la fase inicial—a de distribución y para la fase

terminal—IB de eliminación del proceso, respectivamente.

t½a =

t½iB = 0,693/13

— AUC, area bajo la curva de niveles plasmáticos

AUC = <A,/a) + <A2/13)

— Vc, volumen aparente de distribución del compartimiento

central

Vc = Dosis/<A1 + A2>

— VB, volumen de distribución en fase—IB

VB = Dosis/(B.AUC)

— Vss, volumen de distribución en el estado estacionario

Vss = MRT.CL
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— ¡<12’ constante de distribución desde el compartimiento

central al compartimiento periférico

¡<12 a + IB — ~ —

— ¡<=1’ constante de distribución desde el compartimiento

periférico al compartimiento central

¡<21 = <A1.J3 + A=.a)/<A1 + A2)

— constante de eliminación

Kio (a .

— MRT, tiempo medio de residencia de disposición

MRT = [<A1/a
2) + <A

2/3
2)]/AUC

— VRT, varianza en el tiempo de residencia

VRT 24(A
1/a

2> + (A
2/IB

2fl/AUC — MRT2

— Cl, aclaramiento o “clearance” plasmático total

Cl Dosis/AUC

—— F
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El test t de Student fué utilizado para evaluar las

diferencias estadísticas entre los valores de las enzimas

plasmáticas a estudio antes y tras el tratamiento con

fluoroquinolonas, así como también en la farmacocinética de

antipirina. Las diferencias se consideraron significativas

unicamente si P < 0,05. Todos los valores han sido

expresados como : valor medio ± el error standard de la

media <ESM).
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2.5. Fármacos y reactivos

— Acetonitrilo <CH3—CN) <Scharlau, grado HPLC)

— Antipirina (C11H12N20) (Sigma>

— Alanina aminotransferasa Reactivo A <Tris—hidroximetil—

aminometano 110 mmol/litro, L—alanina 550 mmol/litro, pH

7,3) <Biosystems)

— Alanina aminotransterasa Reactivo 3 <2—oxoglutarato 16,5

mmol/litro, NADH 0,2 mmol/litro, lactato deshidrogenasa>

1350 U/litro> (Biosystems>

— Aspartato/alanina aminotransferasa Reactivo C (Fosfato de

piridoxal 5 mmol/litro) <Biosystems)

— Aspartato aminotransferasa Reactivo A <Tris—hidroximetil—

aminometano 88 mmol/litro, L—aspartato 264 mmol/litro, pH

7,8) <Biosystems)

— Aspartato aminotransferasa Reactivo 3 (2—oxoglutarato

13,2 mmol/litro, NADH 0,2 mmol/litro, malato

deshidrogenasa> 460 U/litro, lactato deshidrogenasa 660

U/litro> <Biosystems>

— Bilirrubina Reactivo A—T (ácido sulfanilico 29

mmol/litro, ácido clorhídrico 0,42 mol/litro,

dimetilsulfóxido 5,6 mol/litro> <Biosystems)

— Bilirrubina Reactivo 3 <nitrito sódico 58 mmol6litro>

<biosystems>

— Bilirrubina, standard de referencia <Biosystems)
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— Ciprofloxacina (C17H,8FN303> <Bayer) (Baycip, comprimidos

250 mg)

— Creatinina Reactivo A <ácido pícrico 25 mmol/litro)

<Biosystems>

— Creatinina Reactivo B (hidróxido sádico 0,2 mol/litro0

(Biosystems>

— Glucosa/urea/creatinina, standard de referencia

<Biosystems)

— Enrofloxacina (Bayer> (Baytril, tabletas 50 mg)

— Diclorometano (Cl2CH2) (Merck)

— Fosfato sódico dibásico <Na2HPO4.2H20> <Merck>

— Fosfato monobásico <NaH2PO4.H20) (Merck)

— Fosfatasa alcalina (AMI’) Reactivo A <2—amino—2—metil—1—

propanol 0,35 mol/litro, acetato de magnesio 2 mmol/litro,

sulfato de zinc 1 mmol/litro, ácido N—hidroxietil--

etilenodiaminotriacético 2 ¡timol/litro, pH 10,4)

<Biosystems>

— Fosfatasa alcalina (AMI’> Reactivo B <4—nitrofenil—fosfato

0,24 mmol/comprimido) <Biosystems)

— Gamma—glutamiltransferasa Reactivo B <Gamma—glutamil—3—

carboxi—4—nitroanilida 6,6 mmol/litro) (Biosystems>

— Hidróxido sádico (NaO]!> <Merck>

— Norfloxacina <C16H18N303F> (Merck Sharp & Dohme> (Noroxin,

tabletas 400 mg)

— Pentano (C5H11) (Merck>
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— Urea <UV) Reactivo A <Tris 100 mmol/litro, 2—oxoglutarato

5 mmol/litro, pH 8,0) (Biosystems)

— Urea <DV) Reactivo B <NADH 14 mmol/litro) <Biosystems)

— Urea <11V) Reactivo C <Ureasa > 700 U/mí, glutamato

deshidrogenasa > 700 U/mí) <Biosystems)

Baycip <comprimidos 250 mg> y Baytril (tabletas 50 mg)

fueron donados por Química Farmacéutica Bayer, S.A.,,

Barcelona, Espana, a través de los Doctores J. Bigorra y

E. Rierola.
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3. RESULTADOS

3.1. Tolerancia de las fluoropuinolonas y narámetros

Diasmáticos laboratoriales

Dosis diarias orales de 30 mg/kg de ciprofloxacina y

enrofloxacina, y de 10 mg/kg de norfloxacina, durante 10 días,

fueron bien toleradas por los perros. Tras 10 días de tratamiento

no se observé en ninguno de los animales signos de intolerancia

tales como salivación, vómito, o diarrea.

Los parámetros plasmáticos laboratoriales no demostraron

diferencias clinicamente importantes entre los valores

encontrados antes y tras el tratamiento con las fluoroquinolonas

a estudio. Todos los datos estuvieron dentro del rango normal,

excepto los valores de las enzimas, fosfatasa alcalina, AST, ALT

y y—GT, en las que según los tratamientos realizados, se observó

una disminución de la actividad enzixnática. Principalmente, las

actividades encontradas para la enzima

‘r —GT de c 1 U/litro, tras el tratamiento con ciprofloxacina y

enrofloxacina, podrían indicar en estos casos una función

hepática alterada. Los datos laboratoriales plasmáticos obtenidos

antes y tras el tratamiento con ciprofloxacina <dosis orales de

30 mg/kg/día, 10 días) se expresan en las Tablas 3, 4, y 5

antes y tras el tratamiento con enrofloxacina <dosis orales de
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30 mg/kg/día, 10 días) en las Tablas 6, 7 y E ; y antes y tras

el tratamiento con norfloxacina <dosis orales de 10 mg/kg/día,

10 días) en las Tablas 9, 10 y 11.

3.2. Farmacocinética de antipirina

3.2.1. Farmacocinética de antipirina en plasma antes y tras

el tratamiento con ciprofloxacina

Los niveles plasmáticos de antipirina frente al tiempo antes

y tras el tratamiento con ciprofloxacina <dosis orales de 30

mg/kg/día, 10 días> quedan expresados en las Tablas 12 y 13, y

en la Figura 4.

Las concentraciones de antipirina en plasma tras su

administración intravenosa <dosis única de 20 mg/kg) en los

perros antes y tras el tratamiento con la fluoroquinolona

ciprofloxacina fueron ajustadas adecuadamente a un modelo abierto

bicompartimental para su análisis cinético. Los parámetros

farmacocinéticos obtenidos, usando el programa de regresión no

lineal de mínimos cuadrados ELSFIT, se expresan en las Tablas 14

y 15.
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Los valores medios de los parámetros farmacocinéticos, vida

media de eliminación <t½i3), area bajo la curva <AUC),

aclaramiento plasmático total (Cl), tiempo medio de residencia

<MRT), volumen de distribución en fase—13 (VB> y volumen de

distribución en el estado estacionario (Vss) difirieron

significativamente tras el tratamiento con ciprofloxacina (Tabla

16>. La t½B, e). AUC y e]. MEX?, en los perros tratados con

ciprofloxacina, aumentaron significativamente desde valores antes

del tratamiento de 1,81 a 2,67 h ; de 75,46 a 86,17 mg.h/l ; y

de 2,34 a 3,23 Ii tras el tratamiento, respectivamente (Tabla 16>.

3.2.2. Farmacocinética de antipirina en plasnia antes y tras

el tratamiento con enrofloxacina

Los niveles plasmáticos de antipirina frente al tiempo antes

y tras el tratamiento con enrofloxacina (dosis orales de 30

mg/kg/día, 10 días) quedan expresados en las Tablas 17 y 18, y

en la Figura 5.

Las concentraciones de antipirina en plasma tras su

administración intravenosa (dosis única de 20 mg/kg) en los

perros antes y tras el tratamiento con la fluoroquinolona

enrofloxacina fueron ajustadas adecuadamente a un modelo abierto

bicompartimental para su análisis cinético. Los parámetros

farmacocinéticos obtenidos, usando el programa de regresión no

lineal de mínimos cuadrados ELSFIT, se expresan en las Tablas 19

y 20.
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Los valores medios de los parámetros farmacocinéticos, vida

media de eliminación (t½B), area bajo la curva (AUC),

aclaramiento plasmático total <Cl), tiempo medio de residencia

<MRT>, volumen de distribución en fase—IB (VB) y volumen de

distribución en el estado estacionario <Vss) difirieron

significativamente tras el tratamiento con enrofloxacina (Tabla

21>. La t½B, el AUC y el MRT, en los perros tratados con

enrofloxacina, aumentaron significativamente desde valores antes

del tratamiento de 1,84 a 2,88 h ; de 77,42 a 103,11 mg.h/l ; y

de 2,37 a 3,73 h tras el tratamiento, respectivamente (Tabla 21>.

3.2.3. Farinacocinética de antipirina en vlasma antes y tras

el tratamiento con norfioxacina

Los niveles plasmáticos de antipirina frente al tiempo antes

y tras el tratamiento con norfloxacina (dosis orales de 10

mg/kg/día, 10 días) quedan expresados en las Tablas 22 y 23, y

en la Figura 6.

Las concentraciones de antipirina en plasrna tras su

administración intravenosa (dosis única de 20 mg/kg> en los

perros antes y tras el tratamiento con la fluoroquinolona

norfioxacina fueron ajustadas adecuadamente a un modelo abierto

bicompartimental para su análisis cinético. Los parámetros

farmacocinéticos obtenidos, usando el programa de regresión no

lineal de mínimos cuadrados ELSFIT, se expresan en las Tablas 24

y 25.
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Los valores medios de los parámetros farmacocinéticos, vida

media de eliminación <t½B>, area bajo la curva (AUC>,

aclaramiento plasmático total <CL>, y tiempo medio de residencia

(MR?> difierieron significativamente tras el tratamiento con

norfloxacina (Tabla 26>. La t½B, el AUC y el MEX?, en los perros

tratados con norfloxacina, aumentaron significativamente desde

valores antes del tratamiento de 1,71 a 2,26 h ; de 65,57 a 80,96

mg.h/l ; y de 2,17 a 2,91 h tras el tratamiento, respectivamente

(Tabla 21>.
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Figura 4 -- Niveles plasmáticos medios
de antipirina en perros antes y tras

tratamiento con ciprofloxacina.

Niveles plasmáticos, uglmi

Tiempo, horas

Antes tratamiento Tras tratamiento

Antipirina, dosis única Lv. 20 mg/kg
Ciprofloxacina, dosis orales de

30 mg/kg/dla, 10 dfas.
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Figura 5.-Niveles plasmáticos medios
de antipirina en perros antes y tras

tratamiento con enrofioxacina.

Niveies plasmáticos, Mg/mi

Tiempo, horas

Antes tratamiento Tras tratamiento

Antipirina, dosis única Lv. 20 mg/kg
Enrofloxacina, dosis orales de

30 mg/kg/día, 10 días.
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Figura 6 -- Niveles plasmáticos medios
de antipirina en perros antes y tras

tratamiento con norfioxacina.
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4. DISCUSION

En esta investigación, nosotros hemos estudiado

principalmente la actividad de posibles enzimas implicadas en la

biotransformación de fármacos, y las propiedades farmacocinéticas

de la antipirina (sustrato modelo ampliamente usado para

investigar factores que afectan la actividad de enzimas

oxidativas hepáticas metabolizantes de fármacos) bajo condiciones

control, es decir antes de cualquier tratamiento medicamentoso,

y tras el tratamiento con las fluoroquinolonas ciprofloxacina,

enrofloxacina y norfioxacina, en el perro.

La acción esencial de las enzimas metabolizantes de fármacos

es convertir fármacos lipofilicos en metabolitos más

hidrosolobles que sean más facilmente excretados en bilis o en

orina. El hígado está anatomicamente situado de forma que puede

a partir de la sangre venosa portal extraer y metabolizar

compuestos lipofílicos ingeridos incluyendo fármacos. Las

alteraciones enzimáticas implican generalmente, bien, o una

pérdida o, bien, un aumento de la actividad farmacológica de ún

fármaco. Por lo tanto, está claro que la capacidad de un animal,

o un individuo en general, para metabolizar un fármaco particular

puede ser un factor importante en la determinación de la

eficacia, de la duración de acción, y de la toxicidad de ese

fármaco.

En nuestro estudio, en el perro, el tratamiento de dosis

xwultiples del agente antimicrobiano ciprofloxacina originó
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alteraciones estadísticamente significativas en las actividades

de las enzimas plasmáticas fosfatasa alcalina, AST, ALT y Y —OSP.

La enzima significativamente más afectada fué la enzima y—OTcon

variaciones de actividad desde 3,6 a 0,94 U/litro tras el

tratamiento con dicha fluoroquinolona (P < 0,001). Este efecto

significante no fué observado, como podría esperarse tambien, en

los valores de la bilirrubina plasmática total. Por otra parte,

los valores de urea y creatinina en plasma tampoco se vieron

afectados. Estos resultados bien podrían apuntar que la

ciprofloxacina no afecta el sistema renal, pero si parece alterar

el funcionamiento hepático. Similares observaciones fueron

constatadas para la fluoroquinolona enrofloxacina. La

enrofloxacina origina una reducción de la actividad de la enzima

y—OSP plasmática de valores de 3,2 a 0,85 U/litro (P < 0,001).

La fluoroquinolona norfioxacina, por el contrario, no afecté la

actividad de la enzima -y—OT plasmática, aunque sí redujo las

actividades de las otras enzimas plasmáticas estudiadas fosfatasa

alcalina, AST y ALT.

Teoricamente, la medida de la actividad de enzimas hepáticas

iii -vitro sería el método ideal para evaluar la capacidad hepática

metabolizante de fármacos. Por consideraciones prácticas y

bioéticas, las muestras de biopsia hepática, muestras ideales

para estos estudios, generalmente solo se toman cuando se

sospecha grandemente que existe enfermedad hepática grave y

tejido en exceso se requiere para éxamen histológico. De

cualquier forma, la muestra obtenida en biopsia suele ser mínima

por lo que en estos casos de nuestras de biopsia hepática se
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deberían usar micrométodos sensibles para determinar las

actividades enzimáticas <FARRELIJ et al., 1979 ; PEIJKONEN et al.,

1980 ; BOOBIS et al., 1980).

Cuantitativamente, las enzimas más importantes son las

monooxigenasas microsomales hepáticas de función mixta, las

cuales simplemente, por inserccién de un oxigeno en la molécula,

son capaces de catalizar numerosas biotransformaciones implicando

a una amplia variedad de sustratos endógenos y exógenos. Existen

múltiples formas de la enzima terminal citocromo P450, en

animales y en el hombre <tU y WEST, 1980); al menos han sido

purificadas seis fornas de esta enzima a partir de hígado de rata

(WALTZ et al., 1982>.

La técnica más ampliamente usada para evaluar la actividad

de enzimas hepáticas metabolizantes de fármacos es estudiar la

cinética de sustratos—fármacos modelos in vivo, tales como el

fármaco antipirina <ANADON, 1983 ; ANADON et al., 1989), e

idealmente evaluar de forma paralela en experimentos in vitro

directamente estas enzimas monooxigenasas a partir de fracciones

microsomales hepáticas (ANADON et al., 1991 ; MARTINEZ—LARRANAGA

et al., 1992), aunque este último estudio se vé restringido en

algunas investigaciones por consideraciones prácticas o éticas.

Entre los métodos no—invasivos para la evaluación de la

capacidad del hígado para metabolizar fármacos, teoricamente,

tenemos la evaluación de la alteración en la disposición de un

compuesto endógeno, o la alteración en la actividad de una enzima
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asequible <sangre) elegida por su participación en alguna de las

tases de biotransformación de fármacos. Diversas sustancias

pueden incluirse para este propósito, entre las que destaca la

enzima gamma—glutamiltransferasa ( -y —01’) en plasma.

La y—GTes una enzima ubicua encontrada en el rinón, hígado,

pancreas y testículos (ORLOWSKI, 1963> que cataliza la

transferencia de y—glutamilpéptidos desde el glutation a otros

péptidos o aminoácidos. Un papel directo de la r~~Or1’ en el

metabolismo de fármacos no ha sido establecido. Originalmente se

pensó que la x—OThepática está localizada principalmente en el

retículo endoplásmico <SZEWCZUC, 1965) pero posteriormente se

indicaron mayores concentraciones en la membrana plasmática

<RATANASAVANHet al-, 1979>. En ratas, la actividad de la ‘r —GT

es alrededor de dos veces tan alta en la célula parenquimal como

en el hepatocito (GALTEAU et al., 1980)- La y—OSP plasmática

medida por el método de SZASZ (1969> usando bien L—~—glutamil—4--

nitroanilida o L—v—glutamilcarboxi--4—nitroanilida como sustrato

donador y glicilLglicina como sustrato aceptor, y determinando por

absorbancia la producción de 4—nitroanilina o su 3—carboxi

derivado (GALTEAU y SOHIELE, 1982>, es un parámetro, aunque con

limitaciones, util para la evaluación de fenómenos de inducción

o inhibición enzimática. La actividad de la r—GT plasmática se

mide en bioquímica clínica en casos de lesión hepática

particularmente en casos de carcinomas, colestasis <KRYSZEWSKI

et al., 1973) y tras consumo de alcohol <ROSALKT y RAU, 1972).

También se ha sugerido que esta enzima puede usarse como

indicador de inducción enzimática por ciertos fármacos
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<HILDEBRANDTet aL, 1975); altos valores de v—GTplasmática se

han encontrado en pacientes que reciben agentes inductores

enzimáticos tales como hipnóticos y anticonvulsivantes (ROSALKI

et al., 1971), y en experimentación en ratas tratadas con el

piretroide insecticida permetrina (ANADON et al., 1988). Sin

embargo, la administración de fármacos que no se piensa sean

agentes inductores enzimáticos, tales como las benzodiazepinas

(WHITFIELD et al., 1973> e imipramina (TAZI et al 1980a> puede

tambien originar un incremento en la -y—OSP plasmática.

Numerosos estudios se han llevado a cabo sobre la relación

entre la inducción enzimática y la y—OSP plasmática tanto en

animales como en el hombre. En un estudio cinético de inducción

de fenobarbital en el conejo <TAZI et al., 1980b) se observó que

las concentracciones de la y —OSP plasmática permanecían al

principio inalteradas pero aumentaban transcurridos 18 días de

tratamiento y este efecto era paralelo con el incremento del

contenido de citocromo P450 hepático y de la y—OThepática. Se

pensó que la concentración de la y —OSP plasmática depende al

menos de dos factores, inducción de la y—OT hepática y

alteración de la membrana plasmática. Dado que estas dos

funciones no tienen porque estar necesariamente asociadas, la

concentración de la ‘r—OT plasmática debe de analizarse con

precaución como un índice de inducción o inhibición de enzimas

metabolizantes de fármacos. No obstante y en base a todas las

consideraciones expuestas, el descenso en los valores de la -r—GT

plasmática encontrado en la presente investigación tras el

tratamiento con las fluoroquinolonas ciprofloxacina y
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enrofloxacina nos apuntan a sugerir la implicación de un fenómeno

de inhibición enzimática, efecto también constatado analizando

los resultados obtenidos en la cinética de la antipirina.

Como hemos indicado anteriormente, la antipirina es el

sustrato modelo más ampliamente usado para investigar factores

que influyen en la actividad de enzimas oxidativas hepáticas

metabolizantes de fármacos (VESBLL, 1979>. La antipirina está

considerada como un fármaco—test util para monitorizar la

actividad de monooxigenasas hepáticas de función mixta debido a

que la antipirina se absorbe rapidamente y completamente del

tracto gastrointestinal, se distribuye en el agua corporal total

con una unión negligible a proteínas plasmáticas y tisulares y

se metaboliza casi completamente en el hígado. Por lo tanto, el

clearance o aclaramiento plasmático de la antipirina es un

reflejo indirecto del metabolismo de antipirina y es

independiente del flujo sanguineo hepático <BRANCI-I et al., 1974;

ORNILAUS et aL, 1976>. Otra ventaja de la antipirina es que puede

ser medida facilmente en plasma tras dosis que no tienen

actividad farmacológica o toxicológica. El test de la antipirina

se ha utilizado ampliamente para investigar fenómenos de

inducción o inhibición enzimática (ANADON, 1983 ; ANADONet al.,

1989, 1991 ; BEKERSKYet al., 1977 ; DEPELCHIN et al., 1987

MORELANDet al-, 1982 ; PATSALOS et al., 1988 ; SVENSSON, 1987;

VAN DYKE et al., 1987>. Idealmente, la cinética de antipirina

debe medirse antes de la imposición del factor considerado a

estudio. Las vidas medias o semiperiodos plasmáticos de la

antipirina son normalmente muy significativamente reproducibles
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<VESELL, 1979 ; PAIGEN et al., 1982).

En nuestros resultados se demuestra que el tratamiento de

las tres fluoroquinolonas estudiadas ciprofloxacina,

enrofloxacina y norfloxacina afecta a la cinética de la

antipirina. Significativamente, se originó un descenso del

clearance plasmático total de antipirina asi como un aumento de

la vida media, del tiempo medio de residencia y del area bajo la

curva.

El efecto inhibitorio del tratamiento de ciprofloxacina,

pero no el de enrofloxacina, sobre la disposición de antipirina

y tambien sobre la disposición de teofilina y cafeina ha sido

previamente descrito, principalmente en el hombre y en animales

de experimentación, ratas <ANADON et al., 1990c ; BACHMANNet

al., 1988 ; FEALY et aL, 1989 ; LUDWIG et al., 1988 ; RAOOF et

al., 1987 ; ROBSONet al., 1990 ; STAIB et al., 1987 ; SCHWARTZ

et al., 1988 ; WIJNANDS y VREE, 1988 ; WIJNANDS et aL, 1986)

efecto paralelo al observado in vitro en microsomas hepáticos

(NARANISHI et al., 1990 ; SARKAR et al., 1990>. Un posible

mecanismo que podría explicar esta interacción y que podría

también justificar como todas las fluoroquinolonas no tienen la

misma potencia inhibitoria sobre el metabolismo hepático de

fármacos es la formación de un metabolito clave a partir de las

quinolonas padres. WIJNANDS et al. (1986) sugieren que la causa

de esta interacción es la formación de un 4--oxometabolito. Esta

hipótesis tiene como soporte la correlación significativa entre

la magnitud de la capacidad de la quinolona para inhibir el
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clearance de teofilina y la recuperación urinaria del

4—oxometabolito de la quinolona padre. Se ha sugerido que quizás

la estructura 4—oxoquinolona compite con la teofilina por las

enzimas hepáticas responsables de la N—demetilación de la

teofilina, hecho que también sucedería con la antipirina ya que

igualmente sufre en su biotrausformación una N—demetilación,

entre otras reacciones (HATY y PRICE—EVANS, 1973). Diferentes

isoenzimas del citocromo P450 han sido implicadas en el

metabolismo de la teofilina y de la antipirina <BOOBIS et al.,

1981 ; DANHOF et al., 1982 ; HITFEMAN et al., 1973 ; ROBSONet

al., 1987, 1988a,b). La lomefloxacina, otra fluoroquinolona, no

afecta el metabolismo de la teofilina (LEBEL et aL, 1990>, hecho

que se explica con la hipótesis de que son los 4—oxometabolitos

de las fluoroquinolonas los que inhiben el metabolismo de la

teofilina <WIJNANDS et al., 1986>. La lomefloxacina, a diferencia

de la ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina, no forma 4—

oxometabolito.

También el fármaco antimicrobiano fluoroquinolona

norfloxacina puede interaccionar con el metabolismo de la

teofilina <HO et al., 1988 ; DAVIS et aL, 1989), pero este

efecto parece ser de menor grado en comparación con el de la

ciprofloxacina <BOWLESet al., 1988>. La razón del quizás posible

menor efecto de la norfloxacina sobre la farmacocinética de la

teofilina no está por el momento esclarecido. En el caso de la

norfloxacina, en el hombre el metabolito 4—oxoquinolona es el

principal producto recuperado en orina, pero sin embargo no se

ha detectado en suero tras dosis tan grandes como 1.600 mg (OSMa
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et al., 1981), y este hecho podría ser diferencial para la

interacción con teofilina. Por el contrario, en aves, poílos

broiler, sí se ha detectado el metabolito oxonorfloxacina (ANADON

et al., 1992). De cualquier forma, se admite que interacciones

potencialmente significativas pueden ocurrir entre las más nuevas

fluoroquinolonas y otros fármacos que se metabolizan por

isoenzimas del citocromo P450 hepático

El presente estudio claramente demuestra, en el perro, que

tanto el fármaco ciprofloxacina como la enrofloxacina y la

norfloxacina, ambos, son capaces de inhibir el metabolismo

oxidativo de la antipirina ; el clearance plasmático total

disminuyó un 12 % , 28 % y 20 % por el tratamiento de

ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina, respectivamente

así mismo, la vida media aumentó un 44 % , 56 % y 32 % ; el

tiempo medio de residencia aumentó un 38 % , 57 % y 34 % ; y

el area bajo la curva de niveles plasmáticos aumentó un 14 %

33 % y 23 % , respectivamente. Según nuestros resultados, de las

tres fluoroquinolonas estudiadas, la enrofloxacina es la que

muestra un mayor efecto sobre la disposición de la antipirina.

Esta interacción observada en nuestro estudio de las

fluoroquinolonas, ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina,

con la antipirina podría ser adjudicada vía dos mecanismos

diferentes a) a la hipótesis ya establecida de que estas

fluoroquinolonas, vía su 4—oxometabolito, compiten con las

isoenzimas del citocromo P450 hepático requeridas a su vez

también para el metabolismo de la antipirina, y b) a que estas

fluoroquinolonas se comporten como inhibidores enzimáticos,
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es decir disminuyan la actividad del sistema oxidasa hepático de

función mixta implicado tanto en su propio metabolismo como en

el de la antipirina.

De todos los datos obtenidos en el presente estudio,

nosotros sugerimos que

— las fluoroquinolonas ciprofloxacina, enrofloxacina y

norfloxacina, poseen capacidad potencial para originar

interacciones farmacocinéticas de significancia toxicológica

cuando se coadministren con otros fármacos;

— con estas fluoroquinolonas se espera un amplio uso en

medicina veterinaria por su -amplio espectro de actividad

antimicrobiana y sus favorables perfiles farmacocinéticos que

permiten una administración oral a intérvalos prolongados de

dosificación; aunque por el momento, en principio, la experiencia

clínica preliminar en medicina veterinaria ha demostrado que son

relativamente bien toleradas con una baja incidencia de efectos

adversos, existe evidencia científica para indicar que no deben

ser administradas concomnitantemente con fármacos que sufran

metabolismo en hígado por el sistema oxidasa de función mixta;

— particularmente, en perros con infecciones

broncopulmonares donde frecuentemente se requiere

coadministración de un fármaco antimicrobiano junto con el

broncodilatador teofilina debe tomarse gran precaución para la

seguridad de uso de estas fluoroquinolonas; las fluoroquinolonas



138.

ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina poseen potencial

para aumentar la toxicidad de la teofilina (por aumentar sus

niveles plasmáticos>; si la administración simultanea de

teofilina y fluoroquinolonas como la ciprofloxacina,

enrofloxacina y norfíaxacina es necesaria, se recomienda

disminuir en un 50 % la dosis de teofilina antes de iniciar el

tratamiento con estos agentes antimicrobianos, e incluso

monitorizar las concentraciones plasmáticas de teofilina

diariamente;

— las fluoroquinolonas ciprofloxacina, enrofloxacina y

norfloxacina también deben administrarse con precaución en perros

jóvenes y en perros bajo condiciones de enfermedad hepática y

renal -
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5. CONCLUSIONES

1) Se ha estudiado, en un conjunto de 18 perros machos

sanos, la influencia de las fluoroquinolonas ciprofloxacina,

enrofloxacina y norfloxacina sobre la cinética de disposición de

la antipirina, evaluando tambien la influencia sobre las

actividades de las enzimas plasmáticas fosfatasa alcalina,

aspartato aminotransferasa (ASr&), alanina aminotransferasa (ALT)

y gamma—glutamiltransferasa < y—GT) y sobre la concentración

plasmática de urea, bilirrubina total y creatinina.

2) Se ha determinado el comportamiento farmacocinético del

compuesto antipirina tras dosis única Lv. de 20 mg/kg, antes y

tras el tratamiento con ciprofloxacina (dosis orales de

30 mg/kg), enrofloxacina <dosis orales de 30 mg/kg) y

norfloxacina (dosis orales de 10 mg/kg), durante 10 días.

3) Dosis diarias orales de 30 mg/kg de ciprofloxacina y

enrofloxacina, durante 10 días, originan una disminución

estadisticamente significativa de las activididades de las

enzimas plasmáticas fosfatasa alcalina, AST, ALT y y—GT

4) Dosis diarias orales de 10 mg/kg de norfloxacina, durante

10 días, originan una disminución estadísticamente significativa

de las actividades de las enzimas plasmáticas fosfatasa alcalina,

AST y ALT.



140.

5) Las concentraciones plasmáticas de urea, bilirrubina

total y creatinina no se vieron afectadas por el tratamiento con

las fluoroquinolonas ciprofloxacina, enrofloxacina y

norfloxacina.

6) La enzima plasmática más afectada significativamente

(P < 0,001) tras el tratamiento con las fluoroquinolonas

ciprofloxacinayenrofloxacina fué la enzima

y —OT, con variaciones de actividad desde 3,6 a 0,94 U/litro, y

desde 3,2 a 0,85 U/litro, respectivamente.

7) Los datos de las concentraciones plasmáticas vs tiempo

de la antipirina antes y tras el tratamiento con las

fluoroquinolonas ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina se

ajustaron adecuadamente a un modelo abierto bicompartimental para

su análisis cinético.

8) Las fluoroquinolonas ciprofloxacina, enrofloxacina y

norfloxacina afectaron la disposición de la antipirina. Entre

otros parámetros farmacocinéticos, la vida media de eliminación

(t½B>, el area bajo la curva de niveles plasmáticos (Ano>, el

aclaramiento plasmático total <Cl>, el tiempo medio de residencia

(1’rnT) y los volúmenes aparentes de distribución <VB y Vss>

difirieron significativamente tras el tratamiento con

ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina.
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9) Con respecto a los parámetros farmacocinéticos de

eliminación más importantes, la vida media de eliminación <t½13)

y el aclaramiento plasmático total (Cl>, la ciprofloxacina

aumentó significativamente la t½13 desde valores de 1,85 a

2,87 h (44 %) y disminuyó el Cl de 0,263 a 0,232 l/kg.h (12 %);

la enrofloxacina aumentó significativamente la t½13 desde valores

de 1,64 a 2,86 h (56 %> y disminuyó el Cl de 0,270 a

0,195 l/kq.h (26 %) ; y la norfloxacina aumentó

significativamente la t½13 desde valores de 1,71 a 2,26 h (32 %)

y disminuyó el CL de 0,305 a 0,245 l/kgh (20 %).

10) Esta investigación claramente demuestra en el perro que

los parámetros farmacocinéticos de la antipirina fueron alterados

tras el tratamiento de las fluoroquinolonas estudiadas. Los

agentes antimicrobianos ciprofloxacina, enrofloxacina y

norfioxacina son capaces de inhibir el metabolismo oxidativo del

compuesto antipirina.

11> Los agentes antimicrobianos, fluoroquinolonas

ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina poseen capacidad

potencial para originar interacciones farmacocinéticas, de

significancia toxicológica, cuando se administran

concomitantemente con otros fármacos que sufren metabolismo en

hígado por el sistema oxidasa de función mixta, ya que pueden

comportarse como inhibidores enzimáticos ó bien como competidores

por las enzimas hepáticas metabolizantes de fármacos.
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