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ABREVIATURAS UTILIZADAS

97-100 3’metilciprofloxacino
97-101 3’metil,4’N-metilciprofloxacino
97-102 3’metil,4’N-etilciprofloxacino
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CCsys Concentraciéon de fluoroquinolona que convierte el 25% del
ADN superenrollado PBR322 a la forma lineal

CF Cociente de biodisponibilidad

CIp Ciprofloxacino

CMB Concentracion minima bactericida

CMI Concentraciéon minima inhibidora

CMls5 Concentracion que inhibe el 50% de las cepas

CMly Concentracion que inhibe el 90% de las cepas

EPA Efecto postantibiotico

Etil-CIP 4’N-etilciprofloxacino

Fearc Biodisponibilidad predicha
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GRX Grepafloxacino
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Metil-CIP
MG CMI
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MHB
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P
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Py
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Too

Too0

ufc
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Constante de absorcion

Resistencia multiple a antibidticos
4’N-metilciprofloxacino

Media geométrica de las CMIs

Agar Miiller-Hinton

Caldo Miiller-Hinton

Comité nacional para estandares de laboratorio clinico
Ofloxacino

Coeficiente de reparto

Proteina neumococica de resistencia multiple a fArmacos
Optimo de lipofilia

4’N-propilciprofloxacino

Region determinante de resistencias a quinolonas
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Estafilococos coagulasa negativos
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Tiempo que tarda la poblacion en reducirse a la mitad o

duplicarse

Tiempo necesario para reducir o aumentar la poblacidon viable

en un 90%

Tiempo en que se produce una reduccion o aumento de tres

logaritmos
Unidades formadoras de colonias
Unidades formadoras de colonias por mililitro

Desviacion estandar



Introduccion

Desde la introduccion en terapéutica, en la década de los 60, del acido
nalidixico y sus derivados —que conformaron en su dia la primera generacion
de quinolonas antibacterianas— se han sintetizado y utilizado en clinica varios
compuestos quimicamente relacionados cada vez mdas efectivos,
denominados en la actualidad de segunda y tercera generacion. Uno de los
mas representativos de los cuales es, sin duda, el ciprofloxacino, cuya

formula de constitucion es:
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El ciprofloxacino es, en efecto, uno de los antimicrobianos prescritos
con mayor frecuencia en todo el mundo. En concreto, y por lo que a Espafia
se refiere, figura en decimotercer lugar por importe a precio de venta al
publico entre los principios activos comercializados durante 1999 (115). Esta
aceptacion se debe a su amplio espectro de accidn, su eficacia, su excelente
tolerancia y también al hecho de que puede ser administrado tanto por via
parenteral como por via oral, aunque no estd exenta de inconvenientes. El
principal de ellos es que no posee una absorcion intestinal suficientemente
rapida para que se obtenga una biodisponibilidad completa; en la especie
humana es del orden del 54-70%, y ademas es muy irregular, lo que ha

propiciado la busqueda de nuevos derivados que la mejoren.

Durante afios se ha considerado que los derivados alquilicos en la
posicion 4’N —que, como se vera, no poseen este inconveniente— son menos
activos que el ciprofloxacino frente a los principales agentes patdgenos. Esta
idea, junto con el hecho de que estos derivados, en el organismo, se
desalquilan generando el compuesto de referencia, ha motivado que se
buscaran nuevas moléculas con modificaciones mas sustanciales,
principalmente en el nucleo base de la benzopiridona, y ha llevado al

hallazgo y comercializacion de nuevas quinolonas mas activas pero también,
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en muchos casos, mas toxicas, hasta el punto de que algunas han dejado de

usarse tras haberse demostrado su peligrosidad a medio o largo plazo.

Sin embargo, estudios mas recientes parecen indicar que los asertos
antes expuestos relativos a los derivados 4’N-alquilicos del ciprofloxacino no
solo son discutibles sino incluso, en muchas ocasiones, inciertos. En efecto,
ya en 1990 se demostrd que los derivados etilico y propilico del
ciprofloxacino en posicion 4’N son claramente mas activos que el compuesto
base frente a diferentes especies de Mycobacterium. En realidad, la actividad
intrinseca de estos derivados depende de la especie considerada y deberia
investigarse especificamente en cada caso. Més tarde en 1997, se observo que
el derivado metilado en la citada posicion, que posee una actividad andloga a
la del ciprofloxacino frente a un germen tan ubicuo como Escherichia coli, se
absorbe mucho mas eficientemente en el tracto digestivo, lo que supone,

dosis por dosis, mayor rendimiento terapéutico.

Por otra parte, se ha demostrado también que estos compuestos se
absorben siempre como tales (es decir, no se descomponen en el tracto
digestivo antes de pasar a la circulacion sistémica), no sufren metabolismo
hepatico de primer paso en proporcion apreciable y, aunque si producen
ciprofloxacino como metabolito principal, su biotransformacion es
moderadamente lenta, de modo que se alcanzan elevados niveles del derivado
alquilico en plasma; en el caso concreto del 4’N-etilciprofloxacino, la
biodisponibilidad oral en el perro es superior al 90% y se obtienen
concentraciones plasmaticas claramente superiores a las del ciprofloxacino,
metabolito mayoritario, durante seis horas por lo menos después de la

administracion.
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Por todos estos motivos, se juzgd conveniente profundizar en esta
cuestion, estudiando el comportamiento de las citadas moléculas y el de otras
muy similares, también de constitucion sencilla, tanto desde el punto de vista
farmacodinamico (actividad antimicrobiana sobre diferentes especies
patogenas, convenientemente seleccionadas, medida in vitro por su
concentracion minima inhibidora, CMI) como farmacocinético (equilibrio o
balance entre actividad intrinseca y biodisponibilidad de los diferentes
candidatos sobre los microorganismos estudiados). El trabajo que se presenta
incluye dos series de compuestos homologos: los derivados simples
alquilicos en posicion 4’N del ciprofloxacino, asi como los que derivan de su
analogo 3’metilado o 3’metilciprofloxacino. Los compuestos en cuestion se
han sintetizado especificamente para nuestro estudio por los laboratorios
CENAVISA, coparticipes del Proyecto de Investigacion (SAF 96-1710) que

ha dado origen a la Memoria que se presenta.

Los resultados obtenidos en esta primera fase del trabajo pusieron de
manifiesto la conveniencia de estudiar el modo de accion y, a ser posible,
también el mecanismo de accion de los candidatos a farmacos mas
prometedores, con el fin de averiguar a qué se deben las diferencias de
actividad observadas y por qué, segin el microorganismo estudiado, un

compuesto es mas activo que los demas.

Para ello y aparte de establecer, en un estadio previo, las clasicas
relaciones estructura-actividad para todos los compuestos sintetizados, se
procedio, en primer lugar, a la obtencion de las curvas de letalidad para los
candidatos seleccionados frente a los microorganismos que se consideran
mas adecuados. Las curvas de letalidad proporcionan informacion dinamica

sobre el crecimiento y la letalidad de los microorganismos y con ellas se
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pueden determinar una serie de parametros de gran interés en lo que se refiere

al mecanismo de accion.

En dltimo término, se procedid al estudio especifico de los
mecanismos bioquimicos de esta accion antimicrobiana; con el fin de
explicar de un modo convincente cémo y a qué nivel actian estos
compuestos, si bien es cierto que el modo de accion de las quinolonas sigue
hasta el momento sin estar totalmente esclarecido. El estudio se realizo
incluyendo técnicas de tipo microbiolégico, de biologia molecular y
enzimaticas tan necesarias en los estudios modernos sobre la accion de las
fluoroquinolonas. En concreto, la investigacion se centrd en Streptococcus
pneumoniae, determinando los efectos de inhibicion de las quinolonas
ensayadas en la ADN girasa y topoisomerasa [V bacteriana in vitro, con el
proposito de conocer la diana especifica de los derivados alquilados en
comparacion con el ciprofloxacino, proporcionar informacion acerca del
modo de accidn de estos compuestos y comprobar si ello permite explicar las

diferencias en la actividad observadas sobre este microorganismo.

Esta ultima parte del trabajo se ha desarrollado en el St. George’s
Hospital Medical School, University of London, bajo la direccion del Doctor
L. M. Fisher, altamente especializado en genética molecular y en particular

en topoisomerasas bacterianas.

Los objetivos, por tanto, de la Memoria se podrian resumir en:
1- Determinar la actividad antimicrobiana de todos los derivados de
las series 4’N-alquilciprofloxacino y 3’metil,4’N-alquilciprofloxacino y de

algunos heterdlogos frente a las especies bacterianas seleccionadas.



Introduccion 6

2- Obtener las curvas de letalidad de Staphylococcus aureus con los

compuestos que presentan mayor actividad en este microorganismo.
3- Establecer las correlaciones actividad-lipofilia.

4- Investigar acerca del mecanismo de accion de los derivados.

Creemos que los resultados obtenidos justifican plenamente la
presentacion y defensa de esta Memoria y sefialan la conveniencia de realizar
estudios ulteriores, especialmente en lo que atafie a las relaciones entre
actividad intrinseca y biodisponibilidad oral aplicadas a los ensayos de
diseiio y desarrollo de nuevas quinolonas antimicrobianas de acuerdo con

las pautas descritas en este trabajo.



Capitulo 1: Antecedentes

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
QUINOLONAS

Con el nombre de quinolonas se conoce a un grupo de compuestos
antimicrobianos sintéticos de accion bactericida que derivan de una estructura
basica idéntica, el acido 4-quinolin,3-carboxilico (4-quinolona), cuya
estructura se expone mas adelante.

La estructura basica de las quinolonas antibacterianas es el nucleo
quinoldénico, que es el acido nalidixico, primera quinolona de origen

sintético y que ya poseia el grupo ceténico. Por ello, se denominan 4-
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quinolonas. Pero esta estructura basica origina cuatro grupos diferentes,
segin el nimero y la posicion de los dtomos de nitrogeno de la molécula,
todos ellos incluidos bajo la denominacion de quinolonas. Estos grupos son

los siguientes:

» BENZOPIRIDONAS: Contienen un uUnico atomo de
nitrégeno en la posicion 1. Es, con mucho, el nucleo mas

utilizado en la sintesis de quinolonas.

» NAFTIRIDINAS: Contienen un atomo de nitrogeno en las

posiciones 1 y 8.

» PIRIDOPIRIMIDINAS: Contienen un atomo de nitrogeno en

las posiciones 1, 6 y 8.

» CINOLINAS: Contienen un atomo de nitrogeno en las

posiciones 1y 2.

Se esquematizan, junto con el nicleo fundamental, en la Figura 1.1.

Estructura basica de las 4-quinolonas: Acido 4-quinolin, 3-carboxilico

X: posiciones que pueden contener
también un atomo de N

Figura 1.1. Estructura general y principales grupos de quinolonas.
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1.2. EVOLUCION HISTORICA Y CLASIFICACION DE LAS
QUINOLONAS

1.2.1. Quinolonas clasicas

La primera quinolona fue obtenida en 1949 por Price (244) a partir de
alcaloides, pero no poseia actividad antimicrobiana. A partir de ese momento
se sintetizaron compuestos similares con accioén bactericida, que no fueron
utilizados en clinica.

La primera quinolona usada clinicamente fue el acido nalidixico,
sintetizada en 1962 por Lesher y col. (163), a partir de un compuesto
intermedio obtenido durante la purificacion del antimalarico cloroquina.
Presenta una actividad moderada frente a microorganismos Gram negativos y
se introdujo en clinica en 1964 para la terapéutica de las infecciones del
tracto urinario. Pero sus propiedades farmacocinéticas desfavorables, la alta
incidencia de efectos secundarios y la rapida aparicion de resistencias
bacterianas llevaron al desarrollo de nuevos compuestos, como: el acido
oxolinico (295), el acido piromidico (271), el acido pipemidico (272), el

cinoxacino (307) y el flumequino.

El flumequino, sintetizado en 1973, es la primera quinolona que
contiene un atomo de fluor en su estructura, pero que no llega a gozar de las
caracteristicas farmacocinéticas de las nuevas fluoroquinolonas, si bien
debido a la presencia de ese atomo de fluor su potencia es diez veces superior

frente a los microorganismos Gram positivos (65, 107, 253, 254).

A excepcion del flumequino y el 4cido pipemidico (que potencia la
actividad y espectro sobre Gram negativos, mejora la farmacocinética y

presenta menor incidencia de efectos secundarios), estos derivados, no
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difieren mucho del acido nalidixico, ni en su espectro de accidn, ni en su

farmacocinética. Su estructura se resume en la Figura 1.2.

(0]
COOH
“ T ]
Y
H;C N I\‘I
CH,CHj;

Acido nalidixico

_ COOH
N
N/K N
CH,CH3;
Acido piromidico
COOH

CH,CH3;

Cinoxacino

(0]
o ‘ | COOH
o N
CH,CH;
Acido oxolinico
o
= COOH
N
)\
N N N
CH,CH;
N

Acido pipemidico

o
F COOH
N
CH

3
Flumequino

Figura 1.2. Estructura de las principales quinolonas cldsicas.
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Las quinolonas mencionadas hasta ahora se conocen con el nombre de

quinolonas clésicas o quinolonas de primera generacion. Fueron empleadas

clinicamente hasta finales de los afios 70, momento en el que, con el fin de
aumentar su potencia y su espectro antibacteriano, se realizaron distintas
modificaciones en el anillo basico. El avance mas significativo condujo a la

obtenciéon de un nuevo grupo: las quinolonas de segunda generacién o

fluoroquinolonas. Con la introduccion en terapéutica de este nuevo grupo, las

quinolonas clasicas fueron desplazadas.

1.2.2. Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas pertenecen principalmente a los grupos de las
benzopiridonas o de las naftiridinas. Se diferencian de las quinolonas clésicas
en dos caracteristicas comunes a todas ellas: la presencia de un atomo de
flaor en posicidon 6 y un anillo piperacinico o pirrolidinico en la posicion 7
del nucleo quinolénico. Estos sustituyentes les confieren algunas propiedades
que las diferencian de las quinolonas clasicas, como un espectro de accion
mas amplio, mejores propiedades farmacocinéticas (mayor penetracion
intracelular, baja union a proteinas plasmaticas, larga semivida de

eliminacion) y menor aparicion de resistencias (212, 258, 312, 314).

La primera quinolona de segunda generacion que se introdujo en el
mercado fue el norfloxacino (138, 151). Dentro de este grupo se encuentran,
entre otras: pefloxacino, enoxacino, ciprofloxacino, ofloxacino,
lomefloxacino, fleroxacino y amifloxacino. La constitucion de algunos de

estos compuestos se indica en la Figura 1.3.
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COOH

HN
\_/ CH,CH;
Norfloxacino
(0]
3 COOH
H;C—N N N
H;C—N
(6]
CH;
Ofloxacino
COOH
H;C—N
Enoxacino
COOH
HN H;C—N

CH;

Lomefloxacino

y
b

(0]
F COOH
N N
Ciprofloxacino
(0}
F COOH
N IT
CHzCH3
Pefloxacino

COOH

Fleroxacino |
F
(0]
E COOH
N N|
NHCH;
Amifloxacino

Figura 1.3. Constitucion quimica de las principales quinolonas de segunda

generacion. La estructura base se indica en la Figura 1.1.
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Por sus buenas propiedades, las quinolonas de segunda generacion
han sido probablemente los antimicrobianos mds importantes en la
quimioterapia antibacteriana durante las décadas 80 y 90 (27, 287). Se han
utilizado ampliamente en clinica por su excelente actividad sobre
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa y otros bacilos Gram
negativos aerobios (130). No obstante, todas las quinolonas de segunda
generacion tienen una limitacion importante: son poco activas en cocos Gram
positivos aerobios y apenas son eficaces sobre bacterias anaerobias. En
consecuencia, no se han podido utilizar para el tratamiento de infecciones por
Streptococcus pneumoniae ni en infecciones por microorganismos
anaerobios. Con el fin de obviar este problema, la investigacion ha llevado a
cabo en los tultimos afios nuevas modificaciones en la molécula de la
quinolona. Asi, se han obtenido compuestos bi o trifluorados con mayor
semivida plasmatica y superior potencia antibacteriana in vitro sobre cocos
Gram positivos y bacterias anaerobias. Las primeras son las quinolonas de

tercera generacion, y de cuarta generacién las que ademas presentan actividad

anaerobicida. Son muy bien toleradas y parecen destinadas a ocupar un lugar
importante en terapéutica antiinfecciosa, fundamentalmente en procesos
graves o producidos por bacterias con resistencia a otros antimicrobianos
(143).

La tercera generacion de quinolonas incluye compuestos con mayor

complejidad estructural que los predecesores. Presentan mayor potencia
frente a gérmenes Gram positivos (incluyendo Streptococcus pneumoniae)
(240) y un espectro mas amplio, que incluye patdégenos anaerobios (11) y

atipicos (140). Asimismo, presentan algunas ventajas farmacocinéticas
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respecto a las quinolonas de la segunda generacion, como semividas de
eliminacion mas prolongadas y mayor penetracion tisular (149, 279).

Se incluyen en este grupo algunos derivados con varios atomos de
flaor: esparfloxacino, temafloxacino, y tosufloxacino. También pertenecen
a este grupo grepafloxacino y levofloxacino. Las estructuras de algunos de

los compuestos mencionados se representan en la Figura 1.4.

COOH

o]

COOH

an V)
H3C>_/ C}'I_/

Esparfloxacino Grepafloxacino
COOH Q
F COOH
H;C—N N N
‘ — o
CH3 SN cH;
Temafloxacino Levofloxacino

Figura 1.4. Constitucion quimica de las principales quinolonas de tercera

generacion. La estructura base se indica en la Figura 1.1.

El grupo de las quinolonas de cuarta generacion incluye compuestos

que presentan una potencia similar a las de tercera generacion frente a

microorganismos Gram positivos, Gram negativos y atipicos, pero son mas
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potentes y actiian frente a un mayor nimero de patdogenos anaerobios (11, 18,
26, 146). Desde el punto de vista farmacocinético presentan las mismas
ventajas que sus predecesoras (278).

Pertenecen a este grupo el clinafloxacino, gatifloxacino,
moxifloxacino, trovafloxacino, sitafloxacino y gemifloxacino. Las

estructuras de estos compuestos se presentan en la Figura 1.5.

(0]
F COOH F COOH
N N HN N N
HZN/Q Cl >'—‘ 0 CH3
CH;

Clinafloxacino Gatifloxacino

o - COOH
F COOH ‘ |
‘ ‘ NN N N
- N N H f
.
HN

OCH l Y
’ HN H

H
Moxifloxacino Trovafloxacino
F
o 0
F COOH F P COOH
x
N N N N N
“ A/ F NH, / N\
N\
HN Sitafloxacino OCH;  Gemifloxacino

Figura 1.5. Constitucion quimica de las principales quinolonas de cuarta

generacion. La estructura base se indica en la Figura 1.1.
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1.3. MECANISMO DE ACCION Y RESISTENCIA
BACTERIANA DE LAS QUINOLONAS

1.3.1. Mecanismo de accion antibacteriana

Las quinolonas ejercen su accidon antibacteriana tras penetrar en el
citoplasma bacteriano mediante un mecanismo de difusion pasiva a través de
los canales acuosos transmembrana de las porinas, o de la capa de los
lipopolisacaridos (219). Una vez dentro de la célula, actian por mecanismos

que son complejos y no del todo conocidos.

Aunque se conoce que las quinolonas estan dotadas de accion
bactericida, su mecanismo de accidén no esta, hasta el momento, totalmente
esclarecido a pesar de que ha sido muy estudiado. Se cree que actuan
inhibiendo la enzima ADN girasa de las células sensibles (78, 86). Esta
enzima, descubierta en 1976 por Gellert y col. en E. coli (105), pertenece al
grupo de las II topoisomerasas y es necesaria para la replicacion del ADN, asi
como para ciertos aspectos de la transcripcion, reparacion, recombinacion y
trasposicion del mismo. Por ello, a este grupo terapéutico se le engloba bajo

la denominacién de “inhibidores de la girasa”.

La funcion de la ADN girasa consiste en catalizar el
superenrollamiento negativo del ADN circular de la bacteria, que es el estado
natural en que se encuentra el cromosoma bacteriano. Para que el ADN pueda
situarse en el espacio limitado del interior de la célula, dispone de unas 50-80
zonas especialmente organizadas que Worcel denomind “enrollamientos” o
“dominios” (315), adosados a un nucleo central de ARN. Cada uno de estos
dominios se condensa formando unos 400 “dominios de superenrollamiento”,

cuyas espirales estan dispuestas en sentido contrario a la hélice de ADN,
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siendo, por tanto, un superenrollamiento negativo (negative supertwisting)

(258). En la Figura 1.6 se puede observar una propuesta de esquema para este

proceso.

<««—— Dominios

T

Girasa

EEEEEE Iy
W

Nucleo de ARN

Superenrollamiento — 5,

Figura 1.6. Esquema de los plegamientos sucesivos del ADN por la accion de la

ADN girasa. Tomado de Smith (273).

En resumen, las quinolonas son agentes bactericidas que, como ya se
ha comentado, inhiben la sintesis replicativa del ADN. Aunque este
mecanismo de accién primario tiene una buena correlacion con el efecto
bactericida de estos compuestos (59, 273, 324), la capacidad de inhibir la
sintesis del ADN no es suficiente para explicar la accion bactericida de las

quinolonas.
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En la busqueda de una explicacion y aunque durante muchos afios se
ha creido que la ADN girasa es la responsable de la separacion de los
cromosomas hijos y del superenrollamiento negativo del ADN, en 1990 se
descubrié un homologo de la girasa, la topoisomerasa IV (145). Actualmente
esta reconocido que la topoisomerasa IV, y no la girasa, es la responsable de
la decatenacion de los cromosomas hijos. Ademas, la topoisomerasa IV es
también diana de las 4-quinolonas, que se creia actuaban so6lo a través de la

ADN girasa (166, 321).

En concreto, se han aislado e identificado cuatro topoisomerasas de

Escherichia coli, cuyas principales reacciones se resumen a continuacion:

» Topoisomerasa I. Fue la primera topoisomerasa que se descubriod

en E. coli (305). Inicialmente conocida como proteina omega, ®, es un
polipéptido de 864 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 94
kDa (292). El gen que codifica esta enzima se denomind fopA (291). Entre

otras funciones, relaja el ADN superenrollado en ausencia de ATP.

» Topoisomerasa Il (ADN girasa) (105), es la Gnica enzima entre las

topoisomerasas capaz de producir el superenrollamiento negativo del ADN

relajado en una reaccion dependiente de ATP.

» Topoisomerasa III. Identificada en E. coli por Dean y col. (68) es

una cadena polipeptidica, codificada por el gen topB, con un peso molecular
de 74 kDa que provoca la decatenacion del ADN en ausencia de ATP (276).
Recientemente (71), se ha observado que esta enzima puede actuar como
ARN topoisomerasa, catalizando la interconversion del ARN circular y
anudado; por ello se cree que esta topoisomerasa juega un papel importante

en la topologia molecular del ARN (304).
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» Topoisomerasa IV (145) provoca la decatenacion del ADN en

presencia de ATP.

Las topoisomerasas son un grupo de enzimas necesarias para la
viabilidad de todos los organismos, desde las bacterias hasta el hombre,
puesto que controlan y modifican el estado topologico del ADN mediante
rupturas transitorias y posterior union del mismo (304). Para muchas
topoisomerasas, un residuo especifico de tirosina forma una union covalente
reversible con el extremo 5’ 0, menos frecuentemente, con el extremo 3’ del
ADN. Se dividen en dos clases dependiendo de si actiian en una hélice (tipo
I) o en ambas (tipo IT) del ADN (199). En cualquier caso, se cree que utilizan
un mecanismo de puente enzimatico, en el cual se forma un corte transitorio
en una cadena de ADN, de tal forma que se abre un hueco entre las partes
rotas que permite el paso de una segunda cadena de ADN o un segmento de
doble cadena. Las topoisomerasas I y III son enzimas tipo I, mientras que
girasa y topoisomerasa IV son enzimas de tipo II. En concreto, las
topoisomerasas I, Il y IV estan implicadas en la eficacia de la replicacion y
transcripcion del ADN (72) pero, mientras las topoisomerasas del tipo I son
esenciales para el crecimiento bacteriano, las topoisomerasas de tipo I no lo
son, puesto que su pérdida puede compensarse por alteracion en los genes de
las topoisomerasas del tipo II (72, 77). Conviene matizar que en las células
de los mamiferos, las topoisomerasas I y Illa, que pertenecen a la familia

tipo I, si resultan esenciales para el crecimiento y division celular in vivo

(175, 202).

A nivel molecular la ADN girasa es un complejo tetramérico, A;B;
(147) formado por dos mondémeros A (GyrA) y dos mondmeros B (GyrB)
codificados por los genes gyrd y gyrB. Las subunidades GyrA y GyrB de E.
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coli, son proteinas de 97 y 90 kDa, respectivamente, codificadas por los
genes gyrd y gyrB. Las proteinas GyrA y GyrB son las dianas de las 4-
quinolonas y de las cumarinas, respectivamente. En la Figura 1.7 se muestra

un esquema de la estructura de estas proteinas.

Proteina GyrA
QQQ ‘

NH,
1 875
| ruptura-reunion ADN | union ADN |
| | |
7 64 kDa 571 33kDa 875
Proteina GyrB

i

NH,
1 804
| 43 kDa | 47kDa |
| | |
1 uniéon ATP 394 union subunidad A 804

Figura 1.7. Representacion esquematica de la estructura de las subunidades A y B
de la ADN girasa de E. coli. Los nimeros representan los residuos de aminodcidos. La Tyr-
122 catalitica de la GyrA esta representada por una flecha de color negro. Q determina la
localizacion de las mutaciones resistentes a quinolonas. C muestra la posicion de las

mutaciones compensatorias. Tomado de Fisher y col. (93).
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Para que la ADN girasa pueda ejercer su accion requiere la presencia
de ambas subunidades y de ATP. En concreto, los monémeros A llevan a
cabo los cortes en determinados puntos de la molécula de ADN vy el posterior
cierre de los puntos de ruptura, y los monomeros B inducen los
superenrollamientos en torno al nucleo de ARN (105), se unen al ATP y
participan en la transduccion de la energia (127, 200). Parece que las
quinolonas inhiben la acciéon de la ADN girasa a nivel de la subunidad A,
aunque el ciprofloxacino podria también afectar a la subunidad B. Las
quinolonas, al actuar sobre la subunidad A, impiden el cierre de los cortes
producidos en el ADN, por lo que se inhibe la replicacion del ADN. Dado
que la inhibicién de la ADN girasa impide la replicacion, el efecto de las
quinolonas deberia ser bacteriostatico, pero en realidad las quinolonas son
bactericidas (35, 141, 174). Por tanto, parece que el mecanismo de accion de
las quinolonas es mucho mas complejo y conlleva otros efectos sobre la

bacteria.

La topoisomerasa IV (145), otra enzima tipo II, es también un
tetramero, C,E, formado por dos subunidades C y dos E, codificadas por los
genes parC 'y parE. Para ejercer su accion, al igual que la ADN girasa,
también precisa la presencia de las dos subunidades y de ATP.

Resulta interesante el estudio que demuestra que la secuencia de
aminoacidos codificados por los genes parC y parE son homologos a los
codificados por GyrA y GyrB (las dos subunidades de la ADN girasa),
respectivamente (145). Secuencias similares se sithan especialmente
alrededor de la region de la ADN girasa conocida como region determinante
en la aparicion de resistencias bacterianas a las quinolonas (QRDR, del inglés

“quinolone resistance-determining regions”) (206). Esta similitud en la
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secuencia de aminoacidos entre la ADN girasa y la topoisomerasa 1V,
especialmente en las posiciones productoras de resistencias a quinolonas de
la proteina GyrA de la girasa, implica que las quinolonas pueden ser capaces
de inhibir la actividad de la topoisomerasa I'V tanto como la de la ADN girasa
(318).

En resumen, la accion de las quinolonas consiste en inhibir ambas
enzimas, la ADN girasa y la topoisomerasa IV, formando un complejo
ternario entre fArmaco, enzima y ADN (“cleavage”) (55, 268), que tratado
con detergente y proteinasa K genera roturas en la doble hélice de ADN (79).
De igual modo, se cree que el proceso celular que actiia en el complejo
ternario formado in vivo produce una inhibicion de la sintesis del ADN rapida
y reversible, cese del crecimiento, e induccion de la respuesta SOS, que
consiste en un complejo mecanismo de reaccidon que actlia como respuesta a
las acciones que pueden danar el ADN (170). A dosis mas elevadas de
antibidtico se cree que tiene lugar la muerte celular por una rotura irreparable
de la doble hélice de ADN (55, 79, 105, 145, 199). La naturaleza reversible
del complejo ternario formado y la posterior muerte celular es importante
para comprender y explicar los efectos fisiologicos de las quinolonas como
agentes bactericidas (55), aunque conviene recordar que esta explicacion esta
basada en hipotesis. Ademas, puesto que ambas enzimas tienen funciones
distintas en la célula bacteriana, la respuesta a las quinolonas por parte del
microorganismo difiere segiin cual sea la primera diana en cada caso (79).
Esto tiene mucha trascendencia puesto que estudios en E. coli han sugerido
que la girasa actia antes de la replicacion de la horquilla, mientras que la
topoisomerasa IV actua predominantemente después, de forma que existe un

intervalo de tiempo que permite reparar el dafio en el ADN inducido por la
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quinolona (321). Este escenario predice que la formacion del complejo
“cleavage” a través de la girasa proporcionaria una muerte rapida de la
bacteria, mientras que a través de la topoisomerasa IV seria un proceso lento
(148). En la Figura 1.8 se muestra un esquema de la formacion del complejo
ternario que resulta en una inhibicion de la replicacion del ADN y conduce a
la generacion de rupturas de la doble hélice de ADN y la subsiguiente muerte

celular.

A T

Or—=

@ quinolona

@

LSS

Figura 1.8. Esquema de la formacion del complejo “cleavage” por las quinolonas
con la girasa sobre el ADN. A y B: subunidades GyrA y GyrB, respectivamente. LSS:
dodecil sulfato sodico. Tomado de Fisher y col. (93).

Atendiendo a los factores fisioldgicos que se requieren en las
quinolonas para que éstas ejerzan su accion bactericida, se han descrito

cuatro mecanismos de accion conocidos como: A, B, B; y C, que varian



Antecedentes 24

seguin la quinolona y el microorganismo considerados (50, 168, 169, 173,
174, 247, 248). El mecanismo A, comun a todas las quinolonas, requiere,
para actuar, que la bacteria esté multiplicindose y que presente sintesis de
ARN y proteinas. Este mecanismo es el Gnico que se manifiesta en las
quinolonas clasicas, como el acido nalidixico y el acido oxolinico (70, 173,
309). Las fluoroquinolonas, ademds del mecanismo A, pueden presentar el
mecanismo B y el C. El mecanismo B no requiere que se produzca sintesis de
proteinas o de ARN en la bacteria para ejercer su efecto bactericida (50, 174,
247). La existencia de este ultimo mecanismo, independiente de la sintesis de
proteinas, se basa en que algunas quinolonas como el ciprofloxacino y el
ofloxacino, administradas a dosis elevadas o en presencia de sustancias que
inhiben la sintesis proteica o del ARN (rifampicina, cloranfenicol), e incluso
en condiciones anaerobias, apenas alteran su efecto bactericida (171, 247,
273). Se ha identificado un mecanismo relacionado tUnicamente con
clinafloxacino. Este mecanismo, conocido como By, no precisa la sintesis de
proteinas o ARN, pero necesita que la bacteria se esté multiplicando (169).
Por 1ultimo, el mecanismo C requiere que haya sintesis de proteinas y ARN
para actuar, pero no hace falta que la bacteria se esté multiplicando (168).

Este mecanismo se ha encontrado en norfloxacino (248) y enoxacino (168).

El hecho de que una fluoroquinolona presente un mecanismo de
accion frente a una especie bacteriana no significa que lo presente frente a
todas, puesto que éste depende de la quinolona y del microorganismo
estudiado. Lo que si esta bastante aceptado es que la posesion de mas de un
mecanismo de accion puede explicar el hecho de que las fluoroquinolonas
sean mas potentes que las quinolonas clésicas, que s6lo actuan a través del

mecanismo A (245). Asi por ejemplo, Lewin y Smith (173), han propuesto
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como posible explicacion de la menor actividad bactericida que presenta el
ciprofloxacino sobre los estafilococos, en comparacion con la actividad que
muestra sobre E. coli, la ausencia del mecanismo B del ciprofloxacino sobre

los primeros.

Dentro de este apartado, y puesto que no se considera como un
mecanismo de resistencia, sino mas bien como un modo de accion peculiar
que presentan las quinolonas, conviene recordar que en algunas cepas
bacterianas estos farmacos, a elevadas concentraciones, muestran una
incapacidad para matar a las células bacterianas tan efectivamente como lo
hace a concentraciones moderadas. De hecho, cuando se evalia la actividad
bactericida de las quinolonas a diferentes concentraciones en un periodo dado
de tiempo, se ha observado, con frecuencia, que la proporcion de bacterias
supervivientes sigue una respuesta bifasica: en una primera fase al aumentar
la concentracion de farmaco, aumenta su actividad bactericida hasta alcanzar
un maximo a partir del cual, su actividad disminuye con el incremento de la
concentracion. Al hecho de que a una concentracion de farmaco superior a un
determinado nivel, la actividad bactericida disminuya se le conoce como
efecto paradéjico y es uno de los mayores dilemas que existen sobre la
actividad de las quinolonas (51). Este modo particular de accion se ha
observado y estudiado en varias especies bacterianas (51, 172) y en un gran
numero de quinolonas (35, 141, 168, 169, 173, 174, 273).

Eagle, en 1948 (81), ya describid este efecto en la penicilina, y
posteriormente otros autores lo describieron en otros antibioticos
betalactamicos y aminoglucdsidos (182, 266), aunque siempre de forma
aislada, como caracteristica propia de especie o cepa. En el caso particular de

las quinolonas el efecto paradojico se presenta de forma més generalizada. En
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1970, Winshell y Rosenkraz (309) observaron este fenomeno en el acido
nalidixico al actuar sobre E. coli. En 1975, Crumplin y Smith (51)
describieron también esta accion del acido nalidixico frente a varias cepas de
E. coli y otras especies patogenas del tracto urinario y Enterobacteriaceae,
proponiendo que, para el acido nalidixico, el efecto paraddjico no es
especifico de cepa o especie, sino un fendmeno caracteristico de su modo de
actuar. Posteriormente se ha descrito en diversas fluoroquinolonas, como el
ciprofloxacino, el ofloxacino, el enoxacino, el fleroxacino, el lomefloxacino y
el norfloxacino entre otras (35, 141, 168, 273), lo que hace pensar que
efectivamente, es un efecto caracteristico de las quinolonas en general.

Para explicar este efecto se han propuesto varias hipotesis. La mas
aceptada se basa en la inhibicion de la sintesis de ARN y de algunas proteinas
que se observa a altas concentraciones de farmaco (186). Se cree que esta
inhibicion puede interferir en la eliminacion letal de los complejos que
contienen acido nalidixico y de esta forma originar el efecto paraddjico. Sin
embargo, ésta no es una explicacion satisfactoria para comprender el
comportamiento de quinolonas como ciprofloxacino, puesto que a altas
concentraciones estos agentes matan la célula predominantemente de un
modo que no se bloquea por la inhibicion de la sintesis de proteinas (55). De
este modo la pérdida de letalidad a altas concentraciones de quinolona

permanece inexplicada.

1.3.2. Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias resistentes a las quinolonas aparecen en clinica como

resultado de la terapia con las mismas. Para ejercer su efecto citotoxico las
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quinolonas deben penetrar la membrana bacteriana para alcanzar su diana
celular, ADN girasa o topoisomerasa IV, y de esta forma inducir la muerte
celular. Por ello, en un principio, las resistencias a las quinolonas pueden ser
debidas a mutaciones que afecten cualquier paso de este proceso. Asi, aunque
se han descrito varios mecanismos de resistencia bacteriana a las quinolonas,

éstos pueden agruparse en tres grupos:

1.- Resistencias de tipo cromosémico que dan lugar a mutaciones de

los cromosomas en segmentos definidos de los genes que se traducen en
alteraciones en la ADN girasa (especialmente en la subunidad A) y

topoisomerasa IV, dando lugar a las QRDR (206, 312).

2.- Resistencias por alteraciones en la membrana externa bacteriana

que disminuyen la penetracion intracelular del farmaco. Estas modificaciones
se originan por alteraciones de los genes que codifican los canales de las

porinas, lo que impide la entrada del quimioterapico en la bacteria.

3.- Resistencias basadas en la secrecion (efflux) que provocan la
extraccion del antibacteriano desde el medio intracelular al extracelular por

accion de transportadores activos enddgenos.

Sin embargo, no se han descrito enzimas bacterianas capaces de

degradar o inactivar las quinolonas (312).

En relacion al primer mecanismo mencionado, los primeros estudios,
centrados en Escherichia coli, demostraron que la resistencia a las quinolonas
se produce normalmente por mutaciones en regiones definidas de las
proteinas GyrA o GyrB (52, 318, 319). Las mutaciones en las regiones
equivalentes de las proteinas ParC o ParE tienen lugar tras aquellas

producidas en la girasa y se asocian con altos niveles de resistencia a estos
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farmacos (126). En esta observacion se fundamenta la conclusion de que la
girasa es la principal diana de las quinolonas.

En la Figura 1.9 se muestra la estructura cristalina del dominio
ruptura-reunion de la proteina GyrA de E. coli (201). GyrAS9K cristaliza
como dimero, y es el minimo fragmento de la subunidad A que al unirse con
la subunidad B presenta actividad “DNA-cleavage”. Cada mondémero GyrA
estd compuesto por una cabeza N-proximal y una cola C-proximal. La
proteina GyrA es del tipo “helix-loop-helix”, compuesta por las hélices o y
o, que adopta diferentes conformaciones para permitir la apertura y cierre de
lugares determinados por los que debe pasar el ADN. Se cree que la girasa
interactua con el ADN a través de la hélice a4. Un detalle importante es que
las zonas en las que se producen las mutaciones frente a las quinolonas en la
proteina GyrA (residuos 67, 81, 83 y 87) se situan cerca de la region de
ruptura-reunion de esta proteina y de la tirosina activa (Tyr-122), lo que

confirma que estos farmacos deben interactuar con el complejo girasa-ADN.

Sin embargo, estudios posteriores con Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae han rebatido la idea de que la girasa era la
principal diana de las quinolonas (91, 217, 226-228, 230), puesto que a pesar
de que en E. coli y en otras bacterias Gram negativas, como por ejemplo
Neisseria gonorrhoeae y Pseudomonas aeruginosa, las quinolonas tienen
como primera diana la ADN girasa (7, 79, 132), en algunas bacterias Gram
positivas la situacion es la inversa: las primeras resistencias tienen lugar por
mutaciones producidas en la topoisomerasa IV, mientras que las mutaciones
en la girasa proporcionan resistencias adicionales (79, 132). De este modo, en
S. aureus, la topoisomerasa IV (cuyas subunidades se conocen como GrlA y

GrlB en esta especie) es la primera diana de las quinolonas (91). Sin embargo
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en S. pneumoniae, la actividad bactericida puede producirse a través de
girasa, topoisomerasa IV o ambas, dependiendo de la estructura de la
quinolona (228, 230). Esto indica que la relacion estructura-actividad puede

ser diferente para cada especie bacteriana.

a Fyr 122

GyrA59Y

Head dimer
interface

L ]
Primary dimer
intertace

Figura 1.9. a Estructura cristalina del dominio ruptura-reunion de la proteina
GyrA de E. coli. La cabeza N-proximal se presenta en color azul. La “helix-loop-helix” en
color amarillo (o3) y rojo (o). La cola C-proximal en color gris. Las tirosinas activas, Tyr-
122, se muestran como esferas verdes. b Las zonas que confieren resistencia a las

quinolonas se muestran como esferas negras. Tomado de Morais Cabral y col. (201).
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Debido a la aparicién de resistencias, y en la busqueda de nuevas
sustancias, las fluoroquinolonas se han estudiado fundamentalmente en
Streptococcus pneumoniae durante los Gltimos afios, puesto que se considera
como la principal causa de neumonia en la comunidad, ademas de estar
implicado con frecuencia en exacerbaciones de bronquitis cronica y de
meningitis, otitis media aguda y sinusitis (16). Asi, segun el orden de las
consecutivas mutaciones QRDR en las topoisomerasas de mutantes
resistentes seleccionados en S. pneumoniae, las quinolonas se pueden agrupar
en tres clases (228, 230). El primer grupo, inicialmente identificado con
ciprofloxacino, que incluye también a levofloxacino, norfloxacino,
pefloxacino y trovafloxacino, induce mutaciones QRDR en Ila
topoisomerasa [V antes que en la girasa, lo que sugiere que estos farmacos
actiian preferentemente a través de la topoisomerasa IV in vivo (98, 204, 226,
227). En cambio, un segundo grupo de quinolonas, como esparfloxacino,
grepafloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino y NSFQ-105 (homoélogo del
ciprofloxacino con un grupo 4-(4-aminofenilsulfonil)-1-piperacinilo en C7)
produce mutaciones en la girasa antes que en la topoisomerasa IV, lo que
sefala como su diana principal la girasa (9, 98, 230, 238). Finalmente,
clinafloxacino y gemifloxacino actian a través de ambas dianas, girasa y
topoisomerasa IV (125, 228), pues aunque generan en primer lugar
mutaciones QRDR en gyr4 o gyrB, esta mutacion simple se produce con
poca frecuencia y a bajo nivel, lo que indicaria que ambas contribuyen de

forma importante en la accion del farmaco (124, 228).

En conjunto estos resultados demuestran que la estructura de las
quinolonas determina su modo de accion en S. pneumoniae (9, 230); asi

recientemente se han descrito en la bibliografia nuevas sustituciones en las
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posiciones C7 y Cg que cambian la primera diana de accion de las quinolonas
de topoisomerasa IV a girasa o a ambas y mejoran, por tanto, en gran medida,
la actividad antibacteriana comparada con las quinolonas del grupo de

ciprofloxacino (9, 322).

En particular, el sustituyente de la posicion 7 determina no solo la
potencia sino también la diana preferente de las fluoroquinolonas, como
demuestra el trabajo publicado por Alovero y col. (9) que estudia el
mecanismo de acciéon de una nueva serie de fluoroquinolonas idénticas al
ciprofloxacino excepto por la adicion de un grupo bencenosulfonamida en el
anillo piperacinico de la posicion 7. Este trabajo establece que el aumento de
la potencia que muestran estos compuestos, en especial el derivado NSFQ-
105, con respecto a su homologo se asocia con la preferencia de la girasa
como primera diana. A esta conclusion se llega tras observar que cepas
mutantes en parC resistentes a ciprofloxacino permanecen sensibles a NSFQ-
105, mientras que por el contrario las cepas con mutaciones en gyrd son
resistentes a NSFQ-105 y sensibles a ciprofloxacino. Esto demuestra que una
modificacion simple en el C; de este compuesto es suficiente para hacer que
la diana preferente de estos nuevos derivados cambie de topoisomerasa [V a
girasa. Este estudio confirma el modelo propuesto por Shen y col. (268) que
ya postulaba la idea de que el sustituyente en C; estd relacionado con las
interacciones farmaco-enzima, conclusion que establecieron tras observar que
las quinolonas con diferentes sustituyentes en la citada posicion mostraban
diferentes actividades inhibidoras de la ADN girasa in vitro. También otros
estudios muestran que la adicion de un grupo metilo en el anillo piperacinico
del C; de las quinolonas aumenta en gran medida la actividad inhibidora de

las mismas en las topoisomerasas II de los mamiferos (111), lo que
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demuestra que el sustituyente de la posicion 7 establece contactos criticos
con la enzima que determina el reconocimiento de la diana bacteriana in vivo

e in vitro.

Por otro lado, el sustituyente de la posicion 8 de las fluoroquinolonas
parece favorecer la accion de é€stas a través de la girasa en S. pneumoniae. A
esta conclusion se llega al observar que esparfloxacino y clinafloxacino, que
actian a través de la girasa, tienen un atomo de fltior y un atomo de cloro
como sustituyente en la posicion Cg, respectivamente, mientras que
ciprofloxacino y trovafloxacino no presentan ningln sustituyente en dicha
posicion y ambas actian a través de la topoisomerasa IV en esta especie. No
se sabe si estas preferencias se deben a un aumento de la afinidad por la diana
o a un aumento de la letalidad, como se ha descrito para una serie de
derivados 8-metoxi del ciprofloxacino en mutantes de E. coli (322). Ademas
se cree que el sustituyente en Cg hace a las fluoroquinolonas especialmente
activas frente a cepas resistentes por mutaciones en girasa y topoisomerasa
IV en S. pneumoniae, como demuestra un estudio realizado con
moxifloxacino, que tiene un grupo metoxi en la citada posicion (238). Otro
estudio reciente con gatifloxacino (que también posee un grupo metoxi en
Cg) en el citado microorganismo, llega a esta misma conclusion,
estableciendo que el grupo 8-metoxi contribuye al aumento de la actividad
antibacteriana frente a cepas con mutaciones en las dianas, tanto como en la

cepa libre de mutaciones (99).

Por ultimo cabe también comentar un trabajo muy reciente que
demuestra que en S. aureus la presencia del grupo metoxi en Cg disminuye

significativamente la tendencia al desarrollo de resistencias a las quinolonas
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en esta especie en comparacion con quinolonas con diferentes sustituyentes

en esta posicion (64).

Conviene destacar que el hecho de que diferentes quinolonas tengan
distintas dianas en la misma especie bacteriana tiene implicaciones
importantes en la préctica clinica. Para varios autores (217, 226) lo mas
deseable es una quinolona que actie por igual a través de ambas dianas,
puesto que las resistencias requieren la seleccion de dos mutaciones, una en
cada diana, lo que ocurre con poca frecuencia. Este hecho explicaria la
mejora en la actividad antineumocécica de clinafloxacino y gemifloxacino
con respecto a las anteriores quinolonas.

De este modo, aunque los grupos responsables de la eleccion de la
interaccion de las quinolonas con girasa o topoisomerasa IV no se conocen,
puesto que las diferencias entre los compuestos hacen dificil discernir la
molécula determinante que rige la seleccion de la diana, seria posible disefiar
quinolonas que actuaran selectivamente en una u otra enzima o en ambas a la
vez. Por ejemplo, mutantes en parC (y no en gyrd) son resistentes a
ciprofloxacino pero sensibles a esparfloxacino. Asi, la eleccion de la
quinolona adecuada junto al conocimiento del estado de las QRDR en parC'y
gvr4 puede ser muy util para evitar las resistencias a las quinolonas en S.

pneumoniae (230).

Por otro lado, como se ha comentado al principio de este epigrafe, las
mutaciones QRDR en la girasa o topoisomerasa IV no son los tunicos
mecanismos que desarrollan los microorganismos frente a la accion de los
agentes antibacterianos, pues las resistencias a las quinolonas pueden estar

condicionadas también por los procesos de transporte a través de la
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membrana (222). Asi, el papel fundamental que ejercen los canales de las
porinas en la difusion de la quinolona a través de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas segun el tamafio y la carga caracteristica de las
quinolonas hidrofilicas, quedé respaldado por la observacion de que varios
mutantes que mostraban resistencias a estos agentes, tenian en comun la
reduccion del nimero de OmpF, la principal y mayor proteina de las porinas
de la membrana externa de E. coli (44), lo que demuestra que las quinolonas
hidrofilicas deben de entrar en la célula bacteriana, al menos en parte, a
través del canal de la porina OmpF.

Como norma general se considera que un tamafio voluminoso, la
carga negativa y un aumento de la hidrofobicidad retrasan la penetracion de
los antibacterianos en los microorganismos Gram negativos a través de los
canales de las porinas (119). Por otro lado, las moléculas hidrofobicas
parecen utilizar una ruta alternativa de difusion a través de lipopolisacéaridos
(54, 219). Algunos autores (19) han demostrado que la hidrofobicidad de los
compuestos parece tener relevancia tanto en Gram positivos como en Gram
negativos, mientras que el elevado peso molecular es un factor limitante s6lo

para los microorganismos Gram negativos.

Conviene destacar que cepas mutantes Mar (del inglés “multiple
antibiotic resistant”) de E. coli expresan resistencias mediadas por
cromosomas a una gran variedad de antibidticos hidrofobicos e hidrofilicos
estructuralmente no relacionados. Entre los cambios en la membrana externa
de los mutantes Mar, la porina OmpF se encuentra reducida de una manera
importante. Esto significa que la reduccion de OmpF requiere mutaciones en
la region marA (45), o lo que es lo mismo, mutaciones en el locus mard

confieren resistencias a varios grupos de antibidticos, entre ellos las
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quinolonas, por un mecanismo que reduce la permeabilidad al disminuir la
expresion de la OmpF, con lo que se concluye que la expresion de la OmpF
estd regulada por la regiéon marA. Estas mutaciones que afectan a la
permeabilidad confieren bajos niveles de resistencia a las quinolonas
(aumento de 2 a 4 diluciones log, de la CMI), pero se producen
habitualmente resistencias cruzadas con otros antibidticos estructuralmente

no relacionados (44).

Posteriormente, se conocid la implicacion en las resistencias a
quinolonas del tercer mecanismo sefalado, que implica a las bombas de
secrecion activa. Las quinolonas son sustratos de estos transportadores que
actiian extrayendo el fairmaco desde el medio intracelular al extracelular e
impiden asi la acumulacion. A este proceso se le conoce como “efflux”.

El sistema de secrecion se sitia en la membrana interna de los
microorganismos y cataliza un proceso dependiente de energia ligado a un
gradiente de protones (43). En E. coli este sistema de transporte denominado
AcrAB, es una bomba de flujo multifarmaco que extrac de la célula una
amplia variedad de antibidticos, incluidas las quinolonas y otras sustancias
(221). Este sistema AcrAB esta compuesto por el transportador AcrB y la
proteina periplasmica accesoria AcrA. Se cree que AcrA, de forma alargada,
aproxima las membranas externa e interna, formando un trimero que
interacciona con el mondémero AcrB, bombeando asi una amplia variedad de
sustancias, presumiblemente a través del canal TolC de la membrana externa
(220).

El sistema AcrAB esta codificado por los genes acrAB, y se cree que
tiene una funcidn fisiologica en E. coli, como es proteger a la célula frente a

sales biliares y acidos grasos, toxicos habituales de su entorno fisiologico
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(183). Es importante destacar que la expresion de los genes acrAB aumenta
de forma considerable en los mutantes Mar, lo que implica que el locus marA4
de E. coli regula, no sélo la expresion de la porina OmpF, sino también la
expresion de la bomba AcrAB (183). Es decir, los mutantes Mar pueden
presentar resistencias debido a una disminucion de la permeabilidad de la
membrana externa, y una importante secrecion activa a través de la
membrana interna, lo que repercute en una disminucion de la entrada de
farmaco y un aumento de la salida del mismo y, como consecuencia, una
disminucién de la sensibilidad a éste. Un esquema de este proceso de entrada

y salida del antibiotico se representa en la Figura 1.10.

Entre las bacterias Gram positivas, se han identificado bombas de
flujo en Bacillus subtilis (Bmr) (215) y Staphylococcus aureus (NorA) (297,
320).

El gen bmr codifica el transportador multifirmaco Bmr de B. subtilis.
Este transportador, al igual que el AcrAB de E. coli, bombea al exterior de la
célula compuestos toxicos de estructura diversa (214). Se ha comprobado que
la sobreexpresion del gen bmr en este microorganismo proporciona
resistencias elevadas a mdltiples farmacos, incluidas las fluoroquinolonas.
Este transporte puede revertirse con reserpina, que se comporta como

inhibidor del trasportador Bmr (3).

En cuanto a S. aureus, algunas de las resistencias pueden asociarse a
un aumento de la transcripcion del gen nord (320). El gen norA codifica las
proteinas de membrana responsables de procesos de secrecion dando lugar a
resistencias en S. aureus y E. coli (216, 320), es decir, el nivel de expresion

de este gen también es determinante de la sensibilidad que presentan las
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bacterias, tanto Gram positivas como Gram negativas, a las quinolonas. El
efecto de la expresion del gen nord en la actividad de éstas depende de su
afinidad por el transporte NorA, que se manifiesta fundamentalmente para las
fluoroquinolonas hidrofilicas y confiere bajo nivel de resistencias (320).
Cabria destacar que la proteina Bmr de Bacillus subtilis es muy similar a la

proteina NorA de S. aureus, tanto estructural como funcionalmente (215).
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Figura 1.10. Entrada y efflux de las quinolonas en E. coli. Q abreviatura de

quinolona. PmF representa fuerza proton motriz.
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Recientemente también se ha descrito un mecanismo de secrecion
como causa de bajos niveles de resistencia a las quinolonas en S. pneumoniae
(32). A la bomba responsable de esta accion se le denomind bomba PmrA
(del inglés “pneumococcal multidrug resistance protein”) (109). Se trata
también de una proteina asociada a la membrana que se inhibe con reserpina,

aunque las bases genéticas de este mecanismo no se conocen.

Se han descrito otros transportadores similares que afectan a la
sensibilidad a las quinolonas en otras especies bacterianas, como por ejemplo
el gen mexABoprK de Pseudomonas aeruginosa que proporciona resistencias

a ciprofloxacino y acido nalidixico (242).

En resumen, la expresion de los transportadores de secrecion puede
determinar los niveles de sensibilidad antimicrobiana y esta reconocido como
causa de resistencias de bajo nivel a las quinolonas. Ademas, la baja afinidad
de algunas quinolonas por estos transportadores contribuye a aumentar su
potencia (132). Por otro lado, dado que este efecto es concentracion
dependiente determina al menos en parte que las fluoroquinolonas presenten
mayor letalidad a concentraciones bajas y ello dificulta el que la bacteria
desarrolle mutaciones en los cromosomas que puedan conducir a altos niveles

de resistencia (237).

Dada la trascendencia de estos hallazgos se ha intentado establecer
una relacion entre los procesos de secrecion y la estructura de las quinolonas.
Varios autores (216, 320) consideran que el gen nord es el principal
responsable de los altos niveles de resistencia a las quinolonas hidrofilicas.
Sin embargo, estudios en S. aureus (284) han demostrado que la hidrofilia de

las quinolonas no es un factor exclusivo y han argumentado que la actividad
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en cepas resistentes se correlaciona mejor con el volumen del sustituyente en
C7 y el volumen e hidrofobia del sustituyente en Cs. Por tltimo, otros autores
(32) apoyan la idea de que las fluoroquinolonas hidrofobicas son sustratos

pobres de la bomba de secrecidon neumococica.

En resumen, se puede afirmar que los mecanismos de resistencia a las
fluoroquinolonas incluyen mutaciones en los genes que codifican la ADN
girasa y topoisomerasa IV, alteraciones en la permeabilidad de la membrana
y un flujo activo de los antimicrobianos desde las células al exterior. Este
proceso de secrecion puede permitir que las bacterias sobrevivan durante un
corto periodo de tiempo para poder desarrollar posteriormente resistencias a
las quinolonas via mutaciones en los lugares clave de los genes de las dianas
de estos agentes antibacterianos. Estos mecanismos de resistencia pueden
manifestarse solos o en combinacion, si bien se cree que in vivo el aumento
en los niveles de resistencia a las quinolonas debe ser producto de varios

mecanismos simultaneos.

1.4. EFECTO POSTANTIBIOTICO DE LAS QUINOLONAS

Efecto postantibiotico (EPA) es el término utilizado para describir la
persistencia de la inhibicién del crecimiento bacteriano tras una corta
exposicion del microorganismo a los agentes antimicrobianos. Es un
fenomeno asociado a la actividad inhibidora de la mayor parte de las
sustancias con accion antimicrobiana y se produce cuando éstas se ensayan a

concentraciones iguales o superiores a la CMI (48). El EPA se demuestra por
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seguimientos microbiologicos de la cinética de crecimiento después de la
eliminacion del antimicrobiano.

Se ha observado EPA con la mayoria de las familias de
antibacterianos (235) y con varios antisépticos (144) y antifungicos (296),
aunque la mayoria de los estudios publicados se refieren a los
antimicrobianos mas utilizados en la practica médica, como son

betalactdmicos, aminoglucésidos, macrolidos y quinolonas.

La duracion del EPA estd influida, principalmente, por el tipo de
microorganismo y antimicrobiano, asi como por la concentracion del mismo
y la duracion de la exposicion (234).

En general, después de una hora de exposicion a concentraciones
entre la CMI y diez veces la CMI, la duracion del EPA oscila entre una y dos
horas. En los casos en que se han observado EPA largos (mas de tres horas),
¢éstos se han conseguido con concentraciones de antimicrobiano de 400 a 600
veces la CMI.

Las quinolonas tienden a producir, por lo general, EPA largos sobre
las bacterias Gram negativas, con la excepcion del ciprofloxacino sobre
Enterobacter aerogenes y el lomefloxacino sobre E. coli, cuyos EPA son
siempre menores de 1,5 horas (235), y de duracion intermedia sobre las

bacterias Gram positivas.

El estudio del EPA viene reforzado por sus implicaciones clinicas ya
que los microorganismos durante la fase EPA pueden tener mayor
sensibilidad a bajas concentraciones de antimicrobiano y mayor sensibilidad
a la accion antimicrobiana de los leucocitos polimorfonucleares, asi como
disminuida su actividad hemolitica y produccion de toxinas. La duracion del

EPA influye mucho a la hora de establecer la dosificacion de los
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antimicrobianos. Asi, se ha sugerido que el intervalo 6ptimo de dosificacion
no deberia ser més largo que la suma del tiempo en que la concentracion de
antibidtico en suero excede la concentracion minima inhibidora (CMI) mas la
duracion del EPA. Consecuentemente, los antimicrobianos con una elevada
actividad inhibidora y un EPA largo podrian permitir una dosificacion mas
espaciada sin pérdida de efectividad en el tratamiento, lo cual podria ser
optimo en términos de eficacia, toxicidad y coste econdomico. Los estudios

del EPA de los antibidticos son, por tanto, clinicamente importantes.

1.5. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE LAS
QUINOLONAS

Desde el momento de su introduccion, a finales de los afios setenta,
las fluoroquinolonas han alcanzado gran importancia en la quimioterapia
antibacteriana en todo el mundo (287), debido a que parecian ofrecer
potencialmente todos los atributos que aportaria un agente antibacteriano
ideal. En efecto, se pueden administrar en formas de dosificacion oral y
parenteral; poseen un amplio espectro de actividad que incluye bacterias
Gram negativas y Gram positivas aerobias, anaerobias e incluso
micobacterias; alcanzan elevados niveles en plasma y tejidos; gozan de buena
estabilidad biolégica y quimica; y presentan una incidencia relativamente

baja de efectos secundarios graves (61, 197, 312).

Durante los ultimos quince afios, cientificos de todo el mundo han
intentado hacer de estos atributos potenciales una realidad. Primero se

consiguieron grandes mejoras en la potencia, el espectro y la eficacia in vivo
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como resultado de modificaciones moleculares, es decir, se obtuvieron
sintéticamente nuevas quinolonas mejores en clinica, pero se observd que
tenian efectos secundarios. El segundo objetivo fue reducir o eliminar estos
efectos secundarios mediante una nueva modificacion, pero manteniendo la
potencia.

La relacion estructura-actividad puede ayudar a decidir los grupos
Optimos para cada posicion en términos de tamafio, forma y propiedades
electrénicas, como puede verse de una forma resumida, en la Figura 1.11 y se

intentara puntualizar més detalladamente a continuacion.

Como ya se ha expuesto anteriormente, las quinolonas tienen un
nucleo central comun, el acido 4-quinolin,3-carboxilico. Las diferencias que
existen entre ellas estdn determinadas por el nimero y posicion de los a&tomos
de nitrogeno en el nucleo central y los diferentes radicales unidos al mismo.
Estas diferencias estructurales les confieren diferencias especificas, tanto en
su actividad antimicrobiana y mecanismo de accidon, como en sus
propiedades farmacocinéticas. Por este motivo y debido a la existencia de un
gran numero de quinolonas, el estudio de las relaciones estructura-actividad
se centra en la determinacion de los grupos funcionales esenciales u dptimos
para la actividad antibacteriana. Para facilitar la exposicion se agrupan éstas
segun el nucleo del que derivan, cuya estructura se detalla en la Figura 1.12,
que no es mas que una extension de la 1.1. Ademas, en el Cuadro 1.1 se
muestra de modo orientativo una clasificacion de las quinolonas atendiendo a
la naturaleza de los grupos unidos al ntcleo central y al niimero total de

atomos de fluor presentes en la molécula.
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Controla la potencia, ademas de la
actividad frente a Gram positivos
NH, >OH>CH; >H

Los restantes grupos son
menos activos.

Controla la enzima
girasa y la potencia

bacteriana.
5-100 veces mas activo que
cualquier otro grupo. F

Controla la potencia,
el espectro antibacteriano
y la farmacocinética.

Los anillos de 5y 6 Ry
miembros son los mas activos.

Para la eficacia oral se requiere
ademads un nitrogeno basico.

Controla la
actividad
anaerobia y la
farmacocinética

La mejor potencia frente
a Gram positivos:

H, H .
? Para la absorcion
N— N— oral:
R y K CF,CCL>N>COMe

. . >CH.
La mejor potencia frente

a Gram negativos: Mejora en la

actividad anaerobia:

CCl> CF> COMe >>
CH>N.

N N—
La alquilacion del
anillo aumenta la
actividad frente
Gram positivos
y la semivida.

Mucho menos activos:

CCH;, CCN ,CBr ,CSR,
CNH,, COH, CCH,OH

Esencial para la unién

a la girasa y el transporte
bacteriano.

No existe modificacion
posible.

Por su proximidad al lugar
de unidn de la enzima, el H
R; es el grupo dptimo.

También son activos pequeiias
ciclaciones con R; o grupos
propilo 4cidos

Controla la potencia y posee
algunos efectos en la farmacocinética.

Para la actividad:

F
> ~ JTCH3 >
CH; CHj
F

é > CH; CH,—

O o N reducen la actividad.

Figura 1.11. Resumen de la relacion estructura-actividad antibacteriana de las

quinolonas. Tomado de Domagala (76).
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=
\ N ‘ \
b K Vs
N N N
Benzopiridona Piridopirimidina

™\ L/

N \
4-Quinolona
(estructura general)

L )
\N N/ NéN

Naftiridina Cinolina

Figura 1.12. Formulas desarrolladas de las estructuras base de los principales
grupos de quinolonas determinadas por el numero y posicion de los dtomos de nitrogeno en

el nucleo central.
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Benzopiridonas

» MONOFLUORADAS: Flumequino
Norfloxacino
Ciprofloxacino
Ofloxacino
Pefloxacino
Amifloxacino
Grepafloxacino
Levofloxacino
Moxifloxacino
Clinafloxacino
Gatifloxacino

» DIFLUORADAS: Lomefloxacino
Esparfloxacino
Sitafloxacino

Difloxacino

» TRIFLUORADAS: e Fleroxacino
e Temafloxacino

Piridopirimidinas

e Acido piromidico
e Acido pipemidico

Naftiridinas
» MONOFLUORADAS: e Enoxacino
e Gemifloxacino
» TRIFLUORADAS: e Tosufloxacino
e Trovafloxacino
Cinolinas

e (Cinoxacino

Cuadro 1.1. Principales quinolonas, incluidas en sus correspondientes grupos,

atendiendo al nucleo central y al numero de atomos de fluor que contienen. La estructura

fundamental de cada grupo se esquematiza en la Figura 1.12.
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1.5.1. Benzopiridonas

Las benzopiridonas poseen un Unico nitrégeno en la posicion 1 del
nucleo central y, a diferencia del 4cido nalidixico, no tienen un nitrégeno en
posicion 8; esta sustitucion del Ng del acido nalidixico por carbono, aumenta
su actividad frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. Esta
modificacion, junto con otras en los carbonos 6 y 7 dan lugar al acido

oxolinico (75) (Figura 1.2).

El flumequino, otra quinolona de este grupo, presenta dos
caracteristicas muy particulares: la presencia de fluor en C¢ y una estructura
triciclica, debida a los dos 4tomos de carbono afadidos al grupo alquilico
dependiente del nitrégeno en posicion 1 (Figura 1.2), que implica mayor
rigidez de la molécula, lo que a priori podria parecer contraproducente.
Aparece por primera vez un carbono asimétrico, responsable de la actividad
optica de este derivado y también por primera vez se preconiza la posible
influencia de esta actividad dptica en el efecto antimicrobiano. El flumequino
tiene una buena actividad frente a E. coli, otras bacterias Gram negativas y S.
aureus (2, 8, 195). El hecho de que este compuesto no haya llegado al
mercado farmacéutico para medicina humana puede deberse a algin factor
diferente de su actividad antibacteriana, pero no esté claro en la literatura cual

puede ser.

Se han sintetizado muchos otros compuestos que se diferencian en los
sustituyentes del nucleo de benzopiridona. A continuacion se detallan los

grupos mas adecuados para cada una de las posiciones.



Antecedentes 47

Posicion 1

El sustituyente del N; controla la potencia antibacteriana y, con
mucha diferencia, los grupos optimos son el ciclopropilo, seguido del 2,4-
difluorofenilo y terc-butilo (76). Podemos encontrar ejemplos de estos
sustituyentes en tosufloxacino, temafloxacino y BMY 40062 (57) (Figuras
1.4y 1.13).

Estudios recientes (251) sobre la relacion estructura-actividad en
micobacterias demostraron que la actividad antimicobacteriana que confiere

el sustituyente del N; sigue este orden decreciente: terc-butilo > ciclopropilo

> 2,4-difluorofenilo > etilo =~ ciclobutilo > isopropilo.

Estudios paralelos (150) realizados con 63 quinolonas sobre catorce
cepas de Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare también
demostraron que los compuestos mdas activos eran los que tenian un terc-
butilo como sustituyente en el N; (PD 161315 y PD 161314), seguidos de los
que poseian un ciclopropilo en dicha posicion (PD 138926 y PD 158804).
(Figura 1.13).

Un estudio posterior en S. pneumoniae (198) demuestra que los
compuestos con un grupo 2,4-difluorofenilo en posicion N; del nucleo
quinolonico presentaron la mayor actividad bactericida y EPA. Sin embargo
ambos, actividad bactericida y EPA, varian de forma menos ostensible por
cambios en el ntcleo o en la posicion 7. Como ejemplos, temafloxacino,
trovafloxacino y tosufloxacino (Figuras 1.4, 1.5 y 1.13, respectivamente)
tienen un grupo 2,4-difluorofenilo en N; y presentan mayor actividad frente a

S. pneumoniae que otras quinolonas con un grupo etilo o ciclopropilo.
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Otros estudios en S. aureus (239) han confirmado que solo las
modificaciones en los sustituyentes de la posicion C; confieren pocas
diferencias en la actividad antimicrobiana de las quinolonas, mientras que las
sustituciones en C; ratificaron que el grupo terc-butilo confiere una mejora en
la actividad frente a este microorganismo comparada con los grupos
ciclopropilo o etilo en la citada posicion, lo que sugiere que la afinidad por
las bombas de flujo puede verse influenciada por la estructura de la
quinolona. A este efecto obviamente también pueden contribuir Ilas
modificaciones que este grupo produce en el transporte a través de las porinas

y en la seleccion de la diana in vivo.

Posicion 2

Por su proximidad al lugar de union de la enzima, el atomo de H es el
grupo Optimo y sustituciones en C, se han considerado generalmente
desfavorables. En muy pocos casos, como se ve en A-62824 y NM-398-394
(metabolito activo del profarmaco prulifloxacino (NM-441) (225)) (Figura
1.13), la posicion 2 puede presentar un sulfuro, si se incorpora como
integrante de un pequeio anillo (62, 76).

El efecto de la sustitucion del carbono 2 por nitrégeno en los

derivados de la cinolina se comentarad mas adelante.

Posicion 3

Todos los intentos para introducir modificaciones permanentes en el
grupo carboxilico en posicion C; han dado como resultado la obtencion de

derivados con una actividad antimicrobiana baja (76). Sin embargo, Chu y
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col. (60) han disefiado y sintetizado una serie de quinolonas modificadas en
esta posicion que muestran una elevada potencia antibacteriana, como es el

A-62824 (Figura 1.13).

Posicion 4

Los cambios en la posicién C4 parece que tampoco favorecen. Se cree
que el grupo carbonilo es necesario en esta posicion (2) y lo poseen todas las
quinolonas sintetizadas hasta la fecha. Algunos autores suponen que este
atomo de oxigeno es el que establece los puntos de union del farmaco al
ADN (268) y estudios posteriores (76) demuestran que los grupos 3-
carboxilato y 4-carbonilo constituyen el lugar critico, estructuralmente

hablando, para la unién al complejo girasa-ADN.

Posicién 5

Las sustituciones en la posicion Cs no son, en general, favorables,
excepto en casos muy concretos. Algunos estudios demuestran que este
sustituyente controla significativamente la potencia in vivo; los grupos
optimos son NH, y OH, seguidos de CH3, todos los cuales parecen aportar un
aumento de la potencia contra organismos Gram positivos (75, 76). Sin
embargo, todos presentan una actividad in vivo inferior a la esperada en base
a las CMls, es decir, tienen un efecto negativo en la eficacia in vivo. Grupos
de mayor tamafio disminuyen enormemente la potencia tanto in vitro como in
vivo (73). Las quinolonas mas relevantes sustituidas en la posicion 5 son (76)
esparfloxacino, que presenta un grupo NH, en dicha posicion y

grepafloxacino (OPC 17116) (56), que presenta un CHs (Figura 1.4).
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Concretamente el grepafloxacino es una quinolona sintetizada por
Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japon, que posee gran potencia
frente a bacterias Gram positivas (303). Su eficacia terapéutica se debe no
solo a su actividad in vitro, sino a la elevada concentracion en tejidos que es
capaz de alcanzar (136). Sin embargo, el 17 de noviembre de 1999 la
Agencia Espafiola del Medicamento, a solicitud de los laboratorios Glaxo
Wellcome y Otsuka Pharmaceutical (10) dispuso su retirada del mercado. En
el seguimiento llevado a cabo sobre el perfil de seguridad de este
medicamento una vez comercializado (septiembre de 1998 en Espaiia) se
detectaron  sospechas de reacciones adversas cardiovasculares,
ocasionalmente graves, en las que no se ha podido descartar una posible

relacion de causalidad con la administracion del farmaco.

El esparfloxacino, por su parte, fue aprobado para su comercializacion
en Estados Unidos por la “Food and Drug Administration” el 19 de diciembre

de 1996, pero nunca llegd a comercializarse en Espana.

Posicion 6

Como se indica en el epigrafe 1.2, la introduccion de un atomo de
floor en posicion Cg es responsable en gran medida de las mejoras generales
de las fluoroquinolonas. Se ensay6 inicialmente la introduccion de otros
grupos en esta posicion (H, CI, Br, -CHs, CN, NO,, y otros) sin resultados
satisfactorios. Se ha visto (76) que un atomo de fltior es capaz de multiplicar
por diez la inhibicion de la ADN girasa y disminuir unas cien veces la CMI,
por lo que cualquier modificacion que elimine el atomo de fltior en esta

posicion supondria una reduccion de la eficacia antibacteriana.
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Estudios posteriores (36) han demostrado, sin embargo, que la
sustitucion del 4tomo de fllior en posicidon 6 por un grupo amino (38, 39),
produce una buena actividad antibacteriana in vitro frente a 32 cepas de
Helicobacter pylori. Asi pues, parece que algunas de las nuevas 6-
desfluoroquinolonas seran muy utiles en la erradicacion de las infecciones
por la citada bacteria. Se ha evaluado asimismo, la actividad in vitro de una
serie de 6-aminoquinolonas frente al virus de inmunodeficiencia humana tipo
1 (HIV-1), observando que presentan un mayor efecto antiviral que las

fluoroquinolonas (41).

También existen en la bibliografia (40), estudios sobre series de 6-
desfluoro-8-metilquinolonas. Los mejores resultados, en lo que respecta a la
actividad antibacteriana frente a Gram positivos, se obtuvieron con un
derivado que posee un grupo piperidinilo en el carbono 6; es diecisiete veces
mas potente que el ciprofloxacino y presenta una elevada actividad frente a

Streptococcus pneumoniae.

Con la idea de comprender mejor el papel en el mecanismo de accion
del sustituyente en Cs, se ha sintetizado un nuevo derivado 6-
desfluoroquinolona, caracterizado por la presencia de un grupo hidroxilo en
lugar del usual atomo de fltior en Cq (283). La actividad antibacteriana de
este compuesto muestra que el grupo hidroxilo es un buen sustituto para el
atomo de fluor de Cq, especialmente contra bacterias Gram positivas. Por el
contrario, es un inhibidor muy débil de la diana, lo que podria explicarse

desde la base de sus propiedades de unién girasa-quinolona-ADN.

Solo en los derivados de la piridopirimidina la posiciéon Cg esta

ocupada por un atomo de nitrogeno, lo que impide la presencia de un atomo
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de fluor en dicha posicién, por lo que como se vera mas adelante, este anillo

resulta ser el menos interesante.

Posicion 7

El sustituyente en posicién 7 influye enormemente en la potencia, el
espectro y la farmacocinética. Sin excepciones, los grupos optimos han sido
heterociclos nitrogenados de cinco y seis miembros (76) que contienen
nitrégenos basicos, siendo los mas comunes las aminopirrolidinas y
piperacinas. Las pirrolidinas, presentes por ejemplo en clinafloxacino
(Figura 1.5), ofrecen la mas alta potencia contra bacterias Gram positivas;
mientras que las piperacinas, presentes por ejemplo en ciprofloxacino,
lomefloxacino y temafloxacino (Figuras 1.3 y 1.4), entre otras, proporcionan
habitualmente mejor potencia frente a bacterias Gram negativas y mayor
eficacia in vivo (259).

Se han sintetizado algunas quinolonas con otros anillos heterociclicos

(139, 152). No han demostrado un aumento en la actividad.

Asimismo, siempre manteniendo el flior en posicion 6, se han
ensayado muchos otros sustituyentes en posicion 7 (-CHj3, CH3-CH,-, bencil,
2-hidroxil-alil, formil, acetil, benzoil), que conducen en todos los casos a una
disminucién del efecto bactericida, especialmente frente a microorganismos
Gram negativos (75). Parece que el grupo en posicidn 7 proporciona a la
molécula su capacidad de penetracion intracelular (196). Las sustituciones en
los carbonos y nitrogenos de los grupos piperacinilo y pirrolidinilo pueden
introducir mejoras en las propiedades de estos compuestos (196). De hecho,

la sustitucion alquilica de los anillos favorece el aumento de la actividad
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frente a bacterias Gram positivas y de la semivida en suero (76). Ejemplos de
estas modificaciones alquilicas importantes son lomefloxacino,
temafloxacino, esparfloxacino, sitafloxacino (DU 6859) (6), y las nuevas
quinolonas PD 138312 (117, 133, 267) y PD 140248 (74, 133, 267) (Figuras
1.3-1.5 y 1.13). Concretamente, el sitafloxacino demostré poseer amplio
espectro y gran actividad para Gram positivos, Gram negativos y bacterias

anaerobias (207), pero sobre todo frente a los primeros (154).

Posicion 8

La posicion Xg controla la eficacia in vivo, siendo los grupos 6ptimos
en dicha posicion: N, CF, y CCI. Ciertos grupos como CF, CCl y COMe,
amplian el espectro antibacteriano, incluyendo actividad frente a anaerobios.
Estos grupos se encuentran por ejemplo en clinafloxacino, sitafloxacino
(ambos con un atomo de flaor unido al Cy), gatifloxacino y moxifloxacino
(ambos con un grupo OCHj3 unido al Cg). Por otro lado, algunos autores
mencionan que la introduccion de un atomo de fluor a ese nivel, parece
mejorar algunas propiedades farmacocinéticas (34). El resto de sustituyentes
tiende en general a disminuir la eficacia in vitro y/o in vivo (76). Una
excepcion es el flumequino (Figura 1.2), en el cual el sustituyente es parte de
un radical ciclico que a su vez, forma un anillo con un grupo central. Otro
caso seria el del ofloxacino (Figura 1.3), el ejemplo mas importante en el que
se ha observado una mejora debido al anillo formado entre Xg y N;
responsable del aumento de la actividad frente a patdgenos Gram positivos y

anaerobios (76, 211).
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Al variar el grupo de la posicion 8 es posible generar andlogos con el
espectro de actividad deseado (184). Se ha indicado con anterioridad
(epigrafe 1.3) que el sustituyente de la posicion 8 de las fluoroquinolonas
parece favorecer la accion de éstas a través de la girasa en S. pneumoniae, ya
que esparfloxacino y clinafloxacino, que actuan a través de la girasa,
presentan un atomo de flior y cloro como sustituyente en la posicion Cg
respectivamente, mientras que ciprofloxacino y trovafloxacino carecen del

mismo y ambas actian a través de la topoisomerasa [V en esta especie.

Recientemente se ha estudiado una serie de quinolonas con
sustituciones en posicion 8, sintetizadas como parte de un estudio para
examinar la relacion entre las modificaciones estructurales en esta posicion y
la actividad contra micobacterias (250). Los resultados demostraron que la
contribucion de la posicidon 8 a la actividad antimicobacteriana depende del

sustituyente en el nitrogeno 1, tal como se detalla:

» N; es ciclopropilo: los mejores sustituyentes en la posicion 8 son el

grupo CoMe ~ CBr > CCl > CH ~ CF ~ COEt > N > CCFs-.

» N, es 2,4-difluoropentilo: los grupos adecuados siguen este orden:

N ~ CH > CF > COMe.
» N es terc-butilo: el sustituyente mas apropiado es N > CH.
» N, es etilo: la actividad disminuye en el sentido N > CH.

Los sustituyentes en N; pueden mejorar las propiedades de estos
compuestos. En un principio se pensd que estos sustituyentes debian ser
grupos pequefios, pero, posteriormente, se vio que grupos de mayor tamano

también podian producir mejoras generales.
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Nombre/ Identificacion R, Xs R, Rs
PD 158804 CH3\/ =CH- H-
N N—
CH,”
PD 161314 /7 \ =CH- (CH3)5C- H-
N N—
CH,’
CH _ ] )
PD 161315 D =CH-  (CHy)C H
N N—
CH;
Tosufloxacino H,N N 2,4-di-FPh- H-
N—
(0}
E COOH
I/\ N
N\/I V
A 62824 NM-398-394 CH,

Figura 1.13. Estructura quimica de las quinolonas a las que se hace referencia en

este epigrafe, presentadas por orden alfabético.
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1.5.2. Piridopirimidinas

La sustitucion en el Cq del acido nalidixico por el nitrégeno y la
adicion de un heterociclo nitrogenado en el C; dio como resultado la sintesis
de los acidos piromidico y pipemidico (Figura 1.2), los cuales presentan
mejor actividad frente a los gérmenes Gram positivos que el acido nalidixico,
aunque, en el caso del 4cido piromidico, a costa de una reduccion de la
actividad frente a E. coli (271). Estos cambios también aumentan la

absorcion y los niveles en sangre (2).

En concreto el acido pipemidico, cuya sintesis fue comunicada por
Shimuzu y col. en 1975, constituyd un gran avance por ser un compuesto de
mayor actividad y espectro sobre Gram negativos, mejor farmacocinética,
menor incidencia de efectos secundarios, y una aparicion de mutantes

resistentes durante el tratamiento menos frecuente (272).

1.5.3. Naftiridinas

El enoxacino (Figura 1.3) tiene su formula estructural igual al
norfloxacino, con la unica diferencia de que conserva el nitrogeno en
posicion 8 a semejanza del acido nalidixico. No es tan potente ni tiene un
espectro de accion tan amplio como el norfloxacino, pero es muchisimo mas
eficaz que el acido nalidixico, lo cual pone en evidencia la influencia positiva
de la presencia del 4&tomo de flior en el carbono 6 y el grupo piperacinico en

el carbono 7.

En la ultima generacion de quinolonas, vuelve a aparecer compuestos

con la estructura base del grupo de las naftiridinas incorporando uno o varios
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atomos de fluor a la molécula, como son el gemifloxacino (monofluorado) y

trovafloxacino (difluorado) (Figura 1.5).

1.5.4. Cinolinas

En estos derivados, la sustitucion del carbono 2 por nitrogeno
representa una disminucion del espectro de accidn, pero la reduccion de la
intensidad y frecuencia de los efectos secundarios y la mejora de las
propiedades bioquimicas (75, 90) hace que tengan cierta utilidad. El
cinoxacino (Figura 1.2) es el derivado de la cinolina més representativo (65).
Sin embargo, la reduccion en el espectro antibacteriano ha hecho que no se

haya avanzado en la sintesis de compuestos de este tipo.

De lo anteriormente expuesto se puede concluir que, aunque se han
hecho muchos intentos para determinar qué tipo de nticleo central confiere
mejores propiedades a las quinolonas, no se ha podido encontrar una
respuesta Unica. De los ensayos realizados sobre la enzima libre y sobre
células intactas se concluye que, in vitro, no puede hacerse una
generalizacion entre benzopiridonas y naftiridinas (2), las cuales resultan ser,
en muchos aspectos, las mejores. Las piridopirimidinas (acidos pipemidico y
piromidinico) no pueden beneficiarse de la presencia de un atomo de flior en
posicion 6, por lo cual este anillo resulta ser el menos favorecido. Seria
posible intentar la fluoracion del carbono 5, pero compuestos de este tipo no
se han descrito todavia y se presume que no deben ser muy estables (196).
Por otro lado, la sustitucion del carbono 2 por nitrégeno reduce el espectro
antibacteriano y tampoco se han sintetizado muchos compuestos de este tipo.

El anillo del cual han surgido mas anélogos es el de las benzopiridonas, o
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quinolonas propiamente dichas. En cuanto a las sustituciones del anillo
central, se ha visto, en todas las quinolonas pertenecientes a cualquiera de los
cuatro grupos anteriormente descritos, que las sustituciones en el carbono 7 y
en el nitrégeno 1 y la adiciéon de fluor en el carbono 6 y, en algunas
ocasiones, de flior u otro halégeno en el carbono 8, son los sustituyentes que
aportan mejores propiedades farmacologicas y mayor actividad y espectro de

accion.

1.6. FARMACOCINETICA DE LAS QUINOLONAS

La eficacia terapéutica de las quinolonas esta determinada no sélo por
su actividad antimicrobiana sino también por el perfil farmacocinético que
presentan (135), puesto que éste determina la concentracion que se alcanzara
en el foco infeccioso. A continuacion se revisan las propiedades mas

importantes.

1.6.1. Absorcion

1.6.1.1. Absorcién de las quinolonas

Las quinolonas se absorben en el tracto gastrointestinal después de la
administracion oral y sufren efecto de primer paso poco importante.
Presentan una biodisponibilidad comprendida entre el 12 y el 93%, es decir,
desde escasa a eficiente, que parece deberse, fundamentalmente, al proceso
de absorcion. Existen opiniones controvertidas respecto al mismo. Algunos
autores observan un retraso en la absorcion al aumentar la dosis de

ciprofloxacino; obtienen la concentracion maxima mas tarde y menores
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areas bajo la curva cuando se administran dosis de 750 y 1000 mg, en
relacion con dosis de 50 o 100 mg (128). Otros por el contrario no encuentran

diferencias significativas (129).

Tartaglione y colaboradores (289) caracterizan claramente la cinética
de absorcion como de orden cero. La atribuyen bien al proceso de absorcion
en si, o a fendmenos que se producen antes de ésta, y que actan como
factores limitativos, como el proceso de disgregacion/disolucion; o bien
porque, debido al caracter anfotérico del ciprofloxacino, los cambios de pH
pueden originar cambios en la absorcidn, de los que resultaria una absorcion
rapida en duodeno y yeyuno proximal y mas lenta en la porcion distal del

intestino.

En general se acepta que quinolonas como norfloxacino (282),
ciprofloxacino (164), ofloxacino (161), lomefloxacino (95), levofloxacino
(92) y trovafloxacino (290) presentan una farmacocinética lineal en el
ambito terapéutico de dosis, de forma que los valores de concentracion en el
pico (Cmax) y rea bajo la curva (AUC) aumentan de forma proporcional a la
dosis. Sin embargo, se ha indicado que pefloxacino (17), grepafloxacino
(84) y esparfloxacino (110) presentan una farmacocinética no lineal, de tal
manera que al aumentar la dosis, la fraccién absorbida es, relativamente,
menor. En el caso de enoxacino existen opiniones controvertidas en cuanto a

la linealidad del proceso (53, 310).

La velocidad de absorcion varia segun la fluoroquinolona pero, en

general, es rapida y el maximo en plasma (tyax) se alcanza entre 0,5 y 2 horas.

La biodisponibilidad oral, como se ha comentado, también varia en

funcién de la quinolona. Puesto que los efectos de primer paso son, en
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general, poco importantes en todos los casos y la constante de absorcion
intrinseca de los compuestos muy hidrofilos suele ser baja, parece logico
pensar que la biodisponibilidad incompleta de algunos de ellos se deba a su
falta de absorbabilidad. Por otro lado, la existencia de un proceso activo de
secrecion transepitelial del farmaco que ha penetrado ya en el enterocito
hacia el fluido luminal (que parece afecta a algunas quinolonas como
ciprofloxacino, norfloxacino y esparfloxacino), puede también rebajar la

biodisponibilidad (46, 47, 112).

Con las nuevas fluoroquinolonas se ha logrado un aumento de la
biodisponibilidad oral con respecto a los derivados mds antiguos; asi, aunque
el ciprofloxacino presenta una biodisponibilidad oral comprendida entre 56 y
77% en adultos sanos, la del pefloxacino esta proxima al 100% (21). Con la
adicion de un sustituyente como el cloro o el fluor en posicion 8 también se

mejora la misma (34).

En general, la administraciéon conjunta de fluoroquinolonas y
compuestos que contengan metales catidnicos provoca una disminucién de la
absorcion intestinal de las primeras, probablemente porque se forman
complejos insolubles (69, 224, 269). De este modo, debe evitarse la
administracion simultanea de estos antibioticos y preparados antiacidos (sales
de magnesio y aluminio) o polivitaminicos que contengan sales de hierro,

zinc u otros cationes metalicos.

La administracion en presencia de alimentos da lugar a una
disminucion en la velocidad de absorcion de quinolonas como
ciprofloxacino, norfloxacino, enoxacino y lomefloxacino, pero la

biodisponibilidad en magnitud no se ve afectada en ningun caso (96). De
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hecho, la administracion simultanea con alimentos parece favorable para

disminuir la incidencia de efectos adversos gastrointestinales (69).

1.6.1.2. Mecanismos de absorcién y sus modificaciones

Durante mucho tiempo se ha pensado que la absorcion intestinal de la
mayoria de los farmacos discurre por mecanismos de difusion pasiva, en los
que la solubilidad en lipidos de las moléculas es un factor determinante. Sin
embargo, compuestos naturales solubles en agua, como aminoacidos y
azucares, pueden penetrar a través de las membranas de las células por
mecanismos de transporte especializados mediados por transportadores, y
algunos farmacos hidrofilos aprovechan dichos mecanismos para su

absorcion (288).

En el caso de los mecanismos de transporte pasivo, que son, con
mucho, los mas frecuentes, la absorciéon de los farmacos depende del
gradiente de concentracion entre el lado seroso y mucoso (12). Hasta hace
muy poco se creia que la difusion pasiva dependia s6lo del pH del lugar de
absorcion, del pKa y de la lipofilia de los solutos presentes. Hoy se sabe que
existen factores que pueden desvirtuar la absorcion pasiva. El més importante
de todos ellos es la presencia de glicoproteina P en las membranas del
epitelio intestinal, enzima transportadora poco especifica que tiende a

excretar activamente, hacia el lumen intestinal, los solutos que se estan

absorbiendo, tanto si estan atravesando la membrana celular de los microvilli
como si han penetrado y accedido al citoplasma del enterocito (12, 58, 288,
298). Es decir, su efecto es totalmente contrario al que ejercen las enzimas

transportadoras de membrana en general.
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Estudios realizados en ratones parecen demostrar que la mayor
funcién de esta proteina consiste en la proteccion del organismo frente a
varios xenobioticos toxicos a los que puede estar expuesto. La glicoproteina
P confiere proteccion limitando la absorcion de estos compuestos en el tracto
gastrointestinal, y también, al parecer, mediante la estimulacién de la
secrecion de los mismos en higado, rifidén e intestino. Aunque no se pueden
excluir las funciones fisioldgicas de la glicoproteina P, la ausencia de la
misma no implica la mortalidad de los ratones, puesto que éstos continiian
conservando las funciones vitales y no muestran anormalidades en el fenotipo
ni hipersensibilidad a los farmacos (262). La inhibicion de la glicoproteina P
intestinal, por ejemplo con un agente reversible como la ciclosporina A,
puede aumentar la biodisponibilidad oral de los fArmacos que son sustratos
de dicha glicoproteina. Verapamilo y progesterona son dos sustancias que
actian también como inhibidores de la glicoproteina P, de tal forma, que
aumentan significativamente la acumulacion celular en el epitelio de los
farmacos que actan como sustratos de dicha glicoproteina (47). Este
aumento es resultado de la inhibicion de la secrecion del farmaco por parte,
en este caso, del verapamilo o de la progesterona. Un trabajo muy reciente
(264) estudia los requisitos necesarios para que un compuesto sea sustrato de
la glicoproteina P. Estos autores concluyen que el paso limitante para la
interaccion de un sustrato con la glicoproteina P es el reparto en la membrana
lipidica y que la disociacion del complejo formado por el sustrato y la
glicoproteina P estd determinado por el numero y fuerza de los enlaces de

hidrogeno formados entre el sustrato y el transportador.

En resumen, la glicoproteina P es una bomba de flujo dependiente de

energia, capaz de disminuir la concentracion intracelular de una amplia gama
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de agentes quimioterapicos tanto in vitro, como in vivo, como se¢ ha
demostrado en ciertos estudios recientes (15, 165). Este fenomeno le dota de
un interés especial en el campo de la investigacion frente al cancer, puesto
que, para contrarrestar las resistencias a los fairmacos, se administran a los
pacientes agentes bloqueantes de la glicoproteina P durante el tratamiento
con quimioterapia (261). En lo que se refiere a las fluoroquinolonas como
ciprofloxacino,  norfloxacino, levofloxacino, grepafloxacino y
esparfloxacino, estudios recientes realizados en monocapas de células Caco-
2 han demostrado que la absorcion (paso de la membrana apical a la basal) de
estos farmacos, resulta pequefia en comparacion con el paso de los mismos
desde la membrana basal a la membrana apical (112), lo que es indicativo de
secrecion del mismo al lumen intestinal (47, 113, 208). Este hecho hace
suponer que estos compuestos son sustratos de una secrecion transepitelial
activa (37, 112). Por otro lado, se ha observado que un cierto nimero de 4-
quinolonas y fluoroquinolonas, son capaces de inhibir la secrecion del
ciprofloxacino y la acumulacion a lo largo de la superficie de las células
basal-laterales. Un ejemplo es el cinoxacino, una 4-quinolona que puede
inhibir selectivamente la salida del ciprofloxacino desde las células a través
de la membrana apical. Estos estudios de competicion sugieren que las
fluoroquinolonas deben utilizar un transportador comin en la membrana
basal-lateral lo que explica la eliminacion transintestinal del ciprofloxacino
observada en estudios farmacocinéticos realizados en el hombre (113). El
ciprofloxacino parece presentar in vivo poca afinidad por el citado
transportador, por lo que la absorcion intestinal de esta fluoroquinolona no se

ve exageradamente disminuida en general (112).
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Es de sefialar, por tltimo, que en la actualidad se desarrolla un gran
trabajo para esclarecer los mecanismos implicados en este proceso, por la
trascendencia que tienen, fundamentalmente, en el disefio de nuevas

moléculas.

1.6.2. Distribucion

Las fluoroquinolonas se distribuyen rdpida y ampliamente en los
tejidos y fluidos corporales después de la administracion oral o intravenosa
(128). Se distribuyen en vesicula biliar, higado, pulmones, tutero, fluido
seminal, tejido prostatico, ovarios, trompas de Falopio, rifién, amigdalas y
saliva (212, 279, 313). El ciprofloxacino accede también al hueso y puede
atravesar la barrera hematoencefalica y, aunque las concentraciones que
alcanza en liquido cefalorraquideo no son excesivamente elevadas, pueden
ser iguales o superiores a la CMI para los microorganismos causantes de
meningitis (130, 311).

Atraviesan la barrera placentaria y acceden al liquido amnidtico y
también algunos compuestos pueden excretarse a la leche materna (108, 190).
Ademas, presentan una buena penetracion intracelular, alcanzando dentro de
las células niveles superiores a los que presentan en el medio circundante,
como ocurre en los macréfagos alveolares y leucocitos polimorfonucleares
(312, 313).

Las fluoroquinolonas se unen a proteinas plasmaticas en bajo
porcentaje, que para el ciprofloxacino representa un 20-30% (80, 212). Se
distribuyen rapidamente y de forma amplia a los tejidos y fluidos corporales

después de administracion oral. Presentan un volumen de distribucion que
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supera el volumen corporal: entre 1,5 y 3,1 I’kg (21, 30, 128), lo que es
indicativo del acceso de las mismas a compartimentos profundos del

organismo (128) y de su retencion reversible en éstos.

1.6.3. Metabolismo y excrecion

Se eliminan por via renal, transintestinal y por metabolismo. El
metabolismo tiene lugar en el higado y se produce principalmente sobre el
anillo piperacinico en posicion 7, dando lugar a distintos (hasta siete)
metabolitos por hidrolisis, oxidacién o sulfonacién de este ultimo (128);
algunos de ellos son activos, aunque en menor medida que el farmaco del que
proceden (128, 178). Este mecanismo de eliminacion es susceptible de sufrir
saturacion después de administrar un régimen de dosis multiples no
optimizado (162). Sin embargo, especialmente para las quinolonas menos
hidrofilas, en regimenes de dosificacion optimizados por via oral, no se
observa modificacion en las concentraciones plasmaticas una vez instaurados
¢éstos si se trata de pacientes con funciones renales normales, lo cual indica
que no sufren acumulacién (29) y que no existen induccion ni inhibicién

metabodlicas.

La tasa de biotransformacion, es muy variable y se produce en mayor
porcentaje para los derivados mas lipofilos, ya que para el pefloxacino y
esparfloxacino es de un 85% y 60%, respectivamente (97, 110), y en menor
medida para los mas hidrofilos, como 25-40% para el ciprofloxacino e
incluso menor del 5% para el ofloxacino (161, 164). La saturacion del
metabolismo hepatico parece ser la causa de la aparicion de fendmenos de no

linealidad en algunos de estos compuestos (179, 212).
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Los farmacos sujetos a biotransformacion hepatica, normalmente
presentan varios metabolitos originados por vias metabodlicas paralelas o
consecutivas. Los principales cambios metabdlicos de algunas quinolonas se

presentan en la Figura 1.14.

COOH

Estructura basica

HN N Oxo OHC—N N N—formilo

HO;S—N N N — sulfonilo H;C—N N N—o6xido

_/ O/ _/
HO;S—N N N—acetilo HN HN Acetilamino

\___/ \

COCH;
HoN N Desetilenil
5 esetilenilo . .
H = desetilo NH; Amino

= etilen diamino

Figura 1.14. Estructura quimica de los principales metabolitos de ciprofloxacino,

norfloxacino, ofloxacino, pefloxacino y dacido nalidixico.
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El principal nucleo de la biotransformacion de las quinolonas es el
anillo piperacinico, como ya se ha indicado. Los principales metabolitos de
ciprofloxacino, enoxacino y norfloxacino son las oxoquinolonas, mientras
el N-formilo es el menos importante. El producto mayoritario del
metabolismo del pefloxacino es el desmetilpefloxacino (norfloxacino), a
partir del cual todos los metabolitos del norfloxacino se forman
subsiguientemente. Los Unicos exclusivos del pefloxacino son el N-6xido y

los sustituyentes oxo (20).

Las fluoroquinolonas y sus metabolitos se excretan por orina y heces
y solo una pequena cantidad del farmaco aparece en bilis. El porcentaje de
farmaco excretado por cada via varia mucho segun la quinolona.

En la mayoria de las fluoroquinolonas, el farmaco inalterado sufre
excrecion renal por filtracion glomerular y secrecion tubular activa; la
saturacion del proceso de secrecion tubular podria ser responsable de la no
linealidad del proceso de eliminacion a altas dosis que preconizan algunos
autores. De hecho, la secrecion tubular de la mayor parte de quinolonas
resulta bloqueada por el probenecid (270, 308), siendo una excepcion el

fleroxacino (306).

En las quinolonas mas hidrofilicas, como ofloxacino, levofloxacino,
lomefloxacino y fleroxacino, la eliminacion tiene lugar predominantemente
por via renal, esencialmente como firmaco inalterado. En estos casos se hace
necesario un ajuste de la pauta posolodgica en pacientes con insuficiencia

renal o en ancianos, para prevenir la acumulacion del farmaco (212, 279).
Otras quinolonas se excretan principalmente por vias no renales. Por

ejemplo, grepafloxacino y trovafloxacino se excretan predominantemente

como farmaco inalterado por via biliar y, en menor proporciéon, por
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conjugacion hepatica (83, 192). En pacientes con funcidon hepatica alterada
tratados con trovafloxacino es necesario un ajuste de la pauta posologica.

El ciprofloxacino se elimina no s6lo por via renal y metabdlica, sino
que también presenta eliminacidn transintestinal y solo una pequefia cantidad
de ciprofloxacino (menos del 1% de la dosis administrada) (33) aparece en
bilis. En condiciones normales, el ciprofloxacino se elimina por orina en un
15-50% en forma inalterada y del 10 al 15% en forma de metabolitos; el
restante 20-40% se encuentra en las heces. Entre los metabolitos del
ciprofloxacino destacan el desetilén-ciprofloxacino, sulfociprofloxacino,
oxociprofloxacino y formilciprofloxacino. Todos ellos poseen cierta
actividad antibacteriana, pero mucho menor que su precursor comun.

La via transintestinal de eliminaciéon compensa la disminucion de la
eliminacion por orina en los casos de insuficiencia renal (255). Asi, se
observa un aumento de la eliminacion por heces del ciprofloxacino
inalterado desde el 11% en pacientes normales al 37% en insuficientes
renales, y un aumento de metabolitos del 7 al 26%. Alcanzan el colon por
transporte a través de la mucosa intestinal directamente al lumen intestinal.
Esta via de eliminacién también es operativa para el norfloxacino, y explica
que la semivida en pacientes con insuficiencia renal no exceda de las 10-12 h,

cuando en pacientes normales estd comprendida entre 3 y 5 h.

1.7. PENETRACION INTRACELULAR DE LAS
QUINOLONAS

Hasta hace unos afos, los estudios realizados para establecer la

dosificacion de los antimicrobianos se basaban en conocer las
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concentraciones que se alcanzan en suero y otros liquidos organicos, y las
que se necesitan para inhibir o matar a los microorganismos causantes de la
infeccion (CMI y CMB) sin tener en cuenta toda una serie de factores
relacionados con los mecanismos de defensa del huésped. Los esfuerzos iban
dirigidos, fundamentalmente, a desarrollar farmacos con un espectro de
accion progresivamente mayor y a controlar la aparicion de resistencias; sin
embargo, ultimamente existe un interés creciente por conocer la relacion que
se establece entre el sistema inmunitario y el antimicrobiano y las
implicaciones clinicas de tal relacion. Parte de este interés se debe al aumento
del nimero de pacientes inmunodeprimidos con una deficiencia adquirida en
las funciones fagociticas, que manifiestan por infecciones recurrentes y fallos
de tratamiento causados, posiblemente, por la supervivencia intrafagocitica

de determinados microorganismos (299).

La penetraciéon, la acumulacion y la localizacion de los
antimicrobianos en el interior de las células fagociticas son nuevos
parametros farmacocinéticos que cada dia adquieren mayor importancia en el

estudio de los antimicrobianos.

Para cuantificar el grado de penetracion de un antimicrobiano se usa
la relacién entre la concentracion intracelular y la extracelular del mismo
(I/E). En las quinolonas este cociente oscila entre 2 y 28 dependiendo del tipo
de célula, de la quinolona considerada y de otros factores tales como el

método utilizado y la concentracion extracelular (236).

Los antimicrobianos pueden pasar al interior de las células fagociticas
por cuatro vias distintas: durante la ingestion bacteriana, por difusion, por

gradiente de pH y mediante transporte activo dependiente de energia. Las
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quinolonas muestran un comportamiento heterogéneo respecto a los
mecanismos de transporte implicados y no guarda relaciéon con la
liposolubilidad de la quinolona ni con el grado de fluorinizacion de la
molécula. El ofloxacino, el levofloxacino, ¢l lomefloxacino y el
temafloxacino se incorporan a los leucocitos polimorfonucleares por un
sistema de transporte activo relacionado con los aminodcidos, que requiere
viabilidad celular, temperatura alta (37 °C) y energia metabolica, ya que los
inhibidores que bloquean la glucolisis y otros procesos metabolicos impiden
la acumulacion (233); sin embargo, el ciprofloxacino, el difloxacino, el
esparfloxacino y el gatifloxacino no requieren viabilidad celular, por lo que
su paso al interior de los fagocitos debe ser por un mecanismo pasivo (82,
101, 316). E1 BAY Y 3118 tiene un mecanismo mixto (103). Otro factor que
interviene en la acumulacion intrafagocitica es la estimulacion previa
mediante la ingestion de microorganismos, particulas de zimosan
opsonizadas, o bien con un activador de membrana de los polimorfonucleares
como el acetato de fobol miristato (PMA). La ingestion de ciprofloxacino y
ofloxacino se ve favorecida cuando los polimorfonucleares se estimulan con
particulas de zimosan opsonizadas (102); sin embargo, con el BAY Y 3118
ocurre lo contrario: la acumulacion intrafagocitica disminuye si los leucocitos
polimorfonucleares se estimulan con particulas de zimosan o con S. aureus, y

se ve favorecida si la estimulacion de la célula se realiza con PMA (103).

La penetracion de las quinolonas es, en general, un proceso rapido no
saturable y reversible, ya que son rapidamente liberadas cuando las células se
transfieren a un medio sin antimicrobiano. La velocidad con que se liberan

depende de la quinolona; mientras que con la mayoria de las quinolonas, a los
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cinco minutos de ser transferidas a un medio sin antimicrobiano, se retiene de
un 5% a un 40%, el trovafloxacino y el NM394 (metabolito activo del
prulifloxacino), ademés de acumularse en mayor cantidad tienen una elucién
mas lenta y se retiene a los 20 minutos un 57% y un 40% del antimicrobiano,

respectivamente (82, 231).

La localizacion subcelular de las quinolonas no se conoce muy bien.
Estudios de fraccionamiento celular no muestran una asociacion significativa
de las fluoroquinolonas con orgéanulos especificos, ya que las quinolonas se
recogen en las fracciones solubles, sugiriendo que se localizan en el citosol o
que pueden estar unidas de forma no especifica a proteinas solubles. También
es posible que estén asociadas de forma reversible con organulos o
componentes de los que se liberan durante la homogenizaciéon o el
fraccionamiento celular (294). Se ha observado que casi un tercio de la
concentracion intracelular de las fluoroquinolonas se encuentra asociado a los
lisosomas (299). El pH del medio no tiene influencia significativa en el
cociente I/E, aunque hay una tendencia a obtener concentraciones mas

elevadas a pH 4cido.

Finalmente, las quinolonas también se acumulan en otras células
como las epiteliales humanas, alcanzando concentraciones iguales a las de los
neutréfilos (esparfloxacino y BAY Y 3118) y en otros casos inferiores
(ofloxacino, levofloxacino y lomefloxacino). Asimismo, se ha descrito
acumulacion en los fibroblastos, donde la concentracion del trovafloxacino
es mayor que en los neutréfilos; mientras la del ofloxacino y el norfloxacino

es similar a la alcanzada en los neutréfilos (66, 232).
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1.8. APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS
QUINOLONAS

El perfil farmacocinético que presentan las fluoroquinolonas, asi
como su elevada actividad antibacteriana y su amplio espectro de accion,
hace que sus indicaciones terapéuticas sean muy variadas. De hecho, las
quinolonas actualmente se utilizan en el tratamiento de gran niimero de
infecciones, tanto en el dmbito hospitalario como en la préctica clinica
ambulatoria (130). Sin embargo, como norma general, el empleo de estos
antimicrobianos deberia restringirse a aquellas situaciones en las que el
microorganismo presente multirresistencia, la infeccion se localice en tejidos
poco asequibles a otros farmacos o existan contraindicaciones para utilizar
otros antibacterianos. S6lo mediante el seguimiento de estos criterios sera
posible evitar la aparicion indiscriminada de mutantes poco sensibles o
resistentes y de esta manera, seguir incluyendo a estos quimioterapicos, a lo
largo del tiempo, entre los antibacterianos de amplio espectro, reservandolos,
por las grandes ventajas que aportan, como alternativa a muchas terapias
parenterales (131).

Las principales indicaciones clinicas de las quinolonas son las

siguientes:

1.8.1. Infecciones del tracto urinario

Debido a la excelente actividad que presentan frente a casi todos los
patdgenos del tracto urinario, tanto Gram positivos como Gram negativos, y a
las elevadas concentraciones que alcanzan en orina (50% y 90% de la dosis

en el caso del ciprofloxacino y ofloxacino, respectivamente) las quinolonas
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de primera y segunda generacion son efectivas en el tratamiento de
infecciones urinarias. Quinolonas mds recientes como esparfloxacino
presentan niveles en orina mucho mas bajos (<15%), pero se mantienen por
encima de las CMIs para estos microorganismos durante un periodo de
tiempo prolongado. Ademas, su larga semivida permite administrarlas una

vez al dia (312).

Ciprofloxacino, pefloxacino, ofloxacino y levofloxacino estan
indicados en el tratamiento de infecciones urinarias cronicas causadas por
Pseudomonas aeruginosa y otros patdgenos, incluyendo infecciones como
pielitis, pielonefritis, cistitis, colecistitis y aquellas propias de pacientes que

siguen dialisis peritoneal (256, 257).

Debido a que las fluoroquinolonas penetran en el tejido prostatico y
alcanzan concentraciones similares o superiores a las de suero, pueden
utilizarse en la prostatitis aguda causada por E. coli y otras
Enterobacteriaceae, pero son menos efectivas si el organismo causante es

Pseudomonas aeruginosa o Enterococcus sp. (205, 312).

En general, todas las fluoroquinolonas son adecuadas en la terapia de
infecciones del tracto urinario no complicadas. Estudios comparativos con
otros antibidticos de uso habitual demuestran que las quinolonas tienen mejor
efecto en este tipo de infecciones (312). De hecho, estos farmacos se utilizan
normalmente en infecciones recurrentes, en especial si el rindn esta afectado,
y/o en ancianos, cuando la terapia con antibidticos [3-lactamicos,

aminoglucésidos y trimetoprim ha fracasado (89).
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1.8.2. Enfermedades de transmision sexual (ETS)

Las fluoroquinolonas son antibioticos indicados en el tratamiento de
algunas ETS debido a su amplio espectro antibacteriano y a unas
caracteristicas farmacocinéticas favorables que facilitan la posologia y el
seguimiento del tratamiento. Por ello, pueden utilizarse en el tratamiento de

las infecciones de transmision sexual.

Cabria afiadir que los microorganismos causantes de la gonorrea,
Neisseria gonorrhoeae y del chancro blando, Haemophylus ducreyi, son
extremadamente sensibles a las fluoroquinolonas. Algunos compuestos
presentan ademas actividad frente a otros patogenos genitales como
Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum,
aunque carecen de actividad frente al agente causante de la sifilis (7Treponema

pallidum) (252). En resumen, las quinolonas se utilizan en el tratamiento de:

»  Uretritis gonococica no complicada y cervicitis: ambas pueden

ser erradicadas con una dosis Unica de norfloxacino, ciprofloxacino,
pefloxacino u ofloxacino (252, 312). También resultan efectivas en la

mayoria de los casos de infecciones rectales y de faringe.

> Uretritis no gonocécica e infecciones por Chlamydia: son

efectivos el ofloxacino y algunas quinolonas de tercera generacion (323).

» Chancro blando o chancroide: puede tratarse con una pauta de

varios dias de ciprofloxacino o enoxacino, aunque el tratamiento de eleccion

son antibidticos como la ceftriaxona y la azitromicina (263).
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1.8.3. Infecciones gastrointestinales

Las fluoroquinolonas también son utiles para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales, especialmente de procesos gastroentéricos

agudos (212).

Son potentes inhibidores de la mayoria de las bacterias patdégenas
conocidas del tracto gastrointestinal incluyendo Salmonella spp., Shigella
spp., Vibrio spp., Campylobacter jejuni, Aeromonas spp. y E. coli

enterotoxigénica (5, 312).

Las fluoroquinolonas norfloxacino, ciprofloxacino y ofloxacino son
eficaces en el tratamiento de las infecciones gastrointestinales, debido a que
alcanzan buenas concentraciones en el intestino (5 a 10 veces superiores a las
plasmaticas), se eliminan parcialmente por la bilis y tienen una excelente
actividad sobre los enteropatégenos mas comunes (5). El norfloxacino
también ha resultado eficaz cuando se ha utilizado como quimioprofilaxis de

la diarrea del viajante en Méjico, Asia, Africa e Hispanoamérica (142).

Dentro de este apartado, debe prestarse particular atencion a una
utilidad propia de las quinolonas en pacientes inmunocomprometidos, en
especial los que padecen granulocitopenia y esencialmente los que reciben
quimioterapia, puesto que esto conlleva una ruptura de la integridad de la
mucosa gastrointestinal y el consecuente riesgo de padecer una bacteriemia
por bacilos Gram negativos de origen intestinal (312). En este sentido, se
utilizan norfloxacino, ciprofloxacino, pefloxacino y ofloxacino, por su
capacidad de inhibir de forma selectiva la flora bacteriana aerobia Gram
negativa con poco efecto sobre el nimero de anaerobios intestinales, con el

fin de prevenir infecciones nosocomiales en dichos pacientes. Este uso de las
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quinolonas como profilaxis en pacientes neutropénicos y oncoldgicos debe
llevarse a cabo con precaucion debido a la aparicion de resistencias asociadas

a su uso continuado (155).

1.8.4. Infecciones respiratorias

El uso del norfloxacino se restringe a infecciones del tracto
genitourinario 'y gastrointestinal, pero otras fluoroquinolonas como
ciprofloxacino, ofloxacino, pefloxacino, enofloxacino, levofloxacino y
esparfloxacino han probado su eficacia in vivo frente a la mayoria de
infecciones respiratorias (312). De hecho, ciertos patdgenos respiratorios,
tanto Gram negativos (Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Klepsiella pneumoniae) como Gram positivos (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae) son considerablemente sensibles a las
fluoroquinolonas. Otros patdogenos respiratorios atipicos como Legionella
spp., Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Mycobacterium

tuberculosis son s6lo moderadamente sensibles (18, 26).

Las fluoroquinolonas presentan caracteristicas farmacocinéticas
favorables para el tratamiento de infecciones respiratorias causadas por estas
bacterias ya que penetran bien en el parénquima pulmonar, fluidos
bronquiales y macrdéfagos alveolares, alcanzando concentraciones similares o
superiores a las halladas en suero, lo que asegura su eficacia in vivo (27, 212).
En este sentido, las quinolonas de ultima generacion son particularmente
utiles.

Actualmente se utilizan ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino

en el tratamiento de infecciones de las vias respiratorias superiores y
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otorrinolaringologicas, como amigdalitis, sinusitis y otitis media (27). En el
caso de las infecciones en vias respiratorias inferiores (neumonia nosocomial,
neumonia adquirida en la comunidad, fibrosis quistica, bronquitis aguda) se
utilizan esas mismas quinolonas y, en infecciones graves, antes de su retirada

del mercado, se utilizaba el trovafloxacino.

1.8.5. Infecciones osteoarticulares

El agente causal mds comun de osteomielitis bacteriana es
Staphylococcus aureus, aunque también son frecuentes las infecciones
polimicrobianas en las que estan implicados patogenos Gram negativos como
Pseudomonas  aeruginosa 'y  Enterobacteriaceae  (312).  Estos
microorganismos presentan resistencias cada vez mas frecuentes a la
combinacion terapéutica de eleccion: un antibidtico PB-lactdmico y un
aminoglucdsido, ademas las terapias convencionales en adultos a menudo
conllevan un periodo de hospitalizacion prolongada (312). Por ello, una
alternativa es la administracion oral de fluoroquinolonas como
ciprofloxacino y ofloxacino, ya que son capaces de acceder facilmente al

tejido dseo y presentan un espectro de accion adecuado (167).

1.8.6. Infecciones de la piel y tejidos blandos

Son un grupo de enfermedades infecciosas muy heterogéneo en
cuanto a su etiologia y morfologia, dificilmente clasificables en un apartado
unico: piodermias clasicas, como son el impétigo, la erisipela, el ectima y las

celulitis; infecciones mas graves como las necronizantes y gangrenosas de
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tejidos blandos, incluyendo fascitis y mionecrosis; infecciones por mordedura
de animales, infecciones en el pie del diabético y las asociadas a las ulceras
de decubito.

Los microorganismos mas frecuentemente relacionados con éstas son
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Haemophilus influenzae,
aunque como causantes de estas infecciones podemos encontrar también
Enterobacteriaceae y otros patdogenos Gram negativos (312).

Fluoroquinolonas como ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino
son buenos candidatos para su tratamiento debido a su amplio espectro y a
que alcanzan concentraciones adecuadas en piel y tejidos blandos. Ademas se
debe tener en cuenta sus propiedades farmacocinéticas que posibilitan la
administracion oral frente a la de cefalosporinas de tercera generacion y
aminoglucoésidos (22, 130).

Sin embargo, conviene destacar que tanto en las infecciones
osteoarticulares, como de la piel y tejidos blandos es necesario realizar un
estudio de sensibilidad que indique la terapia antibidtica Optima segun el
agente causal de la infeccion y vigilar la eficacia del tratamiento con el fin de
evitar la posible aparicion de resistencias sobre todo cuando el
microorganismo es Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, o del
género Streptococcus, los cuales han sido asociados a fallos en el tratamiento

(258, 312).

1.8.7. Infecciones intraabdominales y pélvicas

Las quinolonas pueden utilizarse asimismo en el tratamiento de

infecciones  intraabdominales  (peritonitis, abceso  intraabdominal,
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pancreatitis), ginecoldgicas (endometritis, anexitis, parametritis, salpingitis,
enfermedad inflamatoria pélvica) y andrologicas (prostatitis, epididimitis),
aunque para ello es necesario el empleo de una terapia combinada con
metronidazol cuando se utilizan quinolonas como ciprofloxacino, debido a la
poca actividad de este Gltimo frente al anaerobio Bacteroides fragilis (274).
Sin embargo, el espectro antibacteriano de las quinolonas de cuarta
generacion, como moxifloxacino y clinafloxacino, podria permitir su empleo

como unico quimioterapico en el tratamiento de estas infecciones (14, 275).

1.9. EFECTOS ADVERSOS DE LAS QUINOLONAS E
INTERACCIONES CON OTROS FARMACOS

1.9.1. Efectos adversos

En general, los derivados quinolonicos son seguros y bien tolerados.
No obstante, determinados derivados quinolonicos, incluso algunas de las
quinolonas que se han nombrado durante la presente Memoria, han sido

retiradas del mercado por presentar problemas de toxicidad grave. Asi:

» En la primavera de 1992 los laboratorios Abbot solicitaron la
retirada voluntaria del mercado de las especialidades farmacéuticas cuyo
principio activo era el temafloxacino, debido a la aparicion de efectos
adversos severos asociados al uso de estos farmacos, como anemia
hemolitica, frecuentemente asociada con fallo renal, disfuncidén hepatica y
coagulopatia. También podian producir hipoglucemia en pacientes de

avanzada edad. El 25 de septiembre de 1997, la “Food and Drug
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Administration” comunico la retirada del mercado de las especialidades
farmacéuticas en cuya composicion entra a formar parte dicho principio

activo (94).

» El 17 de noviembre de 1999 la Agencia Espafola del
Medicamento, a solicitud de los Laboratorios Glaxo Wellcome y Otsuka
Pharmaceutical (10), como se ha indicado con anterioridad, dispuso la
retirada del mercado de las especialidades farmacéuticas en cuya
composicion entra a formar parte el principio activo grepafloxacino, debido
a la aparicion de sospechas de reacciones adversas cardiovasculares,
ocasionalmente graves, en las que no se pudo descartar una posible relacion

de causalidad con la administracion del farmaco.

» Hasta junio de 1999, el trovafloxacino y el alatrofloxacino
(profarmaco de aquél) eran las tinicas quinolonas de cuarta generacion cuyo
empleo en humanos habia sido autorizado por la “Food and Drug
Administration” y por la “Comision Europea” en julio de 1998. La
comercializaciéon en Espafia fue autorizada en diciembre de 1998 para el
tratamiento de determinados tipos de infeccién. Sin embargo, desde su
autorizaciéon se encontraban registrados varios casos documentados de
alteraciones hepdticas graves. Por ello, el Comit¢ de Especialidades
Farmacéuticas (CEF) Europeo considerdé que el balance actual
beneficio/riesgo de estos farmacos era negativo, recomendando la suspension
de autorizacion de comercializacion de las citadas especialidades, medida que
la Agencia Espafiola del Medicamento decidié hacer efectiva a partir del 15

de junio de 1999, fecha en que se retird del mercado (1).
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A pesar de todo, las quinolonas en conjunto pueden considerarse
como un grupo con un buen balance beneficio/riesgo. Frecuentemente, los
efectos adversos decrecen con la reduccion de la dosis y la duracion de la
terapia con quinolonas. Es necesaria la interrupcion del tratamiento tan sélo
del 1-3% de los pacientes (130). Las reacciones adversas mas frecuentes son
las que afectan al tracto gastrointestinal, sistema nervioso central (SNC) y
piel. En la Figura 1.15 se presenta un resumen de la relacion estructura-

efectos secundarios de las quinolonas.

Los efectos gastrointestinales mas comunes son las nauseas, seguido
en orden de frecuencia decreciente por dolor abdominal, emesis, diarrea y
dispepsia. Estas manifestaciones se presentan en el 3-5,6% de los pacientes.
Son, en general, leves y desaparecen al suspender el tratamiento (27, 312). Se
han descrito en todas las quinolonas y por el momento no se ha asociado

ninguna estructura aislada a estos efectos gastrointestinales (76).

Los efectos adversos a nivel del SNC aparecen en el 0,9-4,4% de los
pacientes. Los mas frecuentes son mareos, cefaleas, inquietud, depresion,
insomnio y somnolencia (312). En casos muy raros se observan alteraciones
de la coordinacion motora (marcha inestable, temblores), convulsiones,
trastornos visuales, reacciones psicoticas 0 maniacas y alteraciones del gusto,
olfato y oido (13). Estos efectos se han asociado a una accién directa de la
quinolona sobre receptores cerebrales, concretamente sobre los receptores
activados por el acido y-aminobutirico (GABA), un inhibidor de la
transmision del impulso nervioso en la sinapsis de la célula nerviosa cerebral
de los mamiferos, desplazdndolo y dando lugar a la estimulacién del SNC.
Las concentraciones a las que esta union al receptor GABA, tiene lugar son

generalmente elevadas comparadas con las que se alcanzan en tejidos y
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plasma a las dosis terapéuticas (76). Algunos estudios (4, 61, 265, 293)
establecen que la cadena unida al sustituyente de R; confiere la mayor
influencia en el grado de unidon al receptor GABAA. De este modo, las
quinolonas con una cadena lateral voluminosa en dicha posicion, como por
ejemplo ocurre en temafloxacino, esparfloxacino y gatifloxacino, muestran
menor unidén a estos receptores; las quinolonas pirrolidinicas, como
tosufloxacino y clinafloxacino son intermedias en esta unién y las
piperacinas no sustituidas, como se observa en ciprofloxacino, enoxacino y
norfloxacino, son las que muestran mayor unidén a los receptores. Sin
embargo, el conocimiento de estos datos es insuficiente debido a que in vivo
se debe considerar ademas, la penetracion en el cerebro.

En resumen, las quinolonas deben administrarse con precaucion en
pacientes que hayan sufrido crisis epilépticas o con alteraciones preexistentes
del SNC que impliquen una disminuciéon del umbral convulsivo, como
accidentes cerebrovasculares o traumas craneoencefalicos. Por otra parte,
estos efectos adversos pueden potenciarse por interferencia con otros

farmacos, como se comentara mas adelante.

Reacciones de hipersensibilidad como prurito, eritema o urticaria se
han observado en un 0,5-2% de los pacientes. Mecanisticamente, los
sintomas podrian ser causados por una reaccion alérgica, fotosensibilidad o
fendmenos de liberacion de histamina como se ha sugerido para la quinolona
BMY 40062 (249).

La principal reaccion cutanea de las quinolonas es la fotosensibilidad,

que parece ser un efecto de clase, puesto que existe una dosis y un nivel de
exposicion que causa fototoxicidad para la mayoria de los compuestos

descritos (13). Sin embargo, parece que la fotorreactividad y con ella la
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fototoxicidad se debe a los sustituyentes de la posicion Cs y Xg de la
molécula. Respecto a Cs, el grupo metilo es el mas perjudicial. En posicion
X3 los que presentan el mayor potencial fototoxico son los derivados con un
haloégeno, como se aprecia con fleroxacino, clinafloxacino, lomefloxacino
y, en mayor medida, esparfloxacino (181, 277), mientras la menor
fototoxicidad se manifiesta con Xg=COR (76). Para el resto de quinolonas la
fotosensibilidad es menor, pero debido a que las 8-haloquinolonas (Xs=CF,
CCl) y aquellas con grupos alquilados en R; muestran un aumento de la
eficacia in vivo, la mayoria de las nuevas quinolonas incluyen estos grupos en
su molécula por lo que la fototoxicidad ha adquirido gran importancia en
clinica. Asi, aunque las quinolonas difieren por el nivel de riesgo fototoxico,
en cualquier caso debe evitarse la exposicion a la luz ultravioleta durante el

tratamiento y hasta cinco dias después de finalizado.

Todas las quinolonas administradas a dosis elevadas de forma crénica
causan erosion irreversible en los cartilagos de las articulaciones en
animales inmaduros, lo cual implica que su uso estd contraindicado como
tratamiento prolongado en pacientes cuyo crecimiento sea incompleto, como
en ninos, adolescentes en fase de desarrollo, mujeres embarazadas
(principalmente durante el primer trimestre) y mujeres lactantes, hasta que no
se haya demostrado su inocuidad para estos tejidos en el hombre (277). En
adultos, no se ha detectado erosion en cartilagos, y efectos como tendinitis u
otras toxicidades que dafien los tejidos conectivos, se han descrito con muy
poca frecuencia (312). En algunos casos, después de varios meses de
tratamiento con estos antibidticos, se ha observado tendinitis aquiliana y
tendencia a la ruptura tendinosa (tenorrexis) (123). Su uso debe, pues,

evitarse en pacientes con antecedentes de alteraciones de este tipo.
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La toxicidad renal es poco frecuente, aunque en un bajo numero de
pacientes se ha desarrollado hematuria, nefritis intersticial o fallo renal agudo
(13). La cristaluria y la nefrotoxicidad no asociadas con funcién renal
alterada son también reacciones adversas raras, aunque se han descrito en un
pequefio porcentaje pacientes con pH urinario entre 6,5 y 7,5 que recibieron
dosis elevadas de fluoroquinolonas (312). Este dato se ha tenido en cuenta en
el disefio, pues en ocasiones se buscan cambios moleculares que aumenten la
solubilidad intrinseca en agua al pH fisiologico para disminuir cualquier
riesgo de formacion de cristales en la orina. Generalmente, las sustituciones
alquilicas del sustituyente en R o la presencia de radicales CF, CCl, CCF y

COMe en X3 aumentan la solubilidad en agua de estos compuestos (76).

Algunas reacciones inesperadas, como episodios de hemdlisis, fallo
renal e hipoglucemia después de las comidas se describieron con
temafloxacino, y fueron los causantes de su retirada del mercado. Estos

efectos no se han notificado con otras fluoroquinolonas (13).

En general, se ha detectado una incidencia muy baja de efectos
cardiovasculares. No obstante, el potencial cardiotdxico es mayor en el caso
de quinolonas como grepafloxacino y esparfloxacino, debido a que
provocan una prolongacion del intervalo QTc (180, 277). El empleo de estas
quinolonas debe, por tanto, evitarse en pacientes tratados simultaneamente
con farmacos que prolonguen dicho intervalo y/o que presenten alteraciones
del ritmo cardiaco, hipocalemia o insuficiencia cardiaca congestiva (27).

Como se ha indicado anteriormente, la aparicion de reacciones
adversas de este tipo ha sido el principal motivo de la retirada del mercado

del grepafloxacino.
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Durante la terapia con fluoroquinolonas, aunque infrecuentemente, se
han encontrado anormalidades en las pruebas de laboratorio, como
elevacion de las transaminasas en suero, leucopenia y eosinofilia.
Normalmente estas alteraciones han sido transitorias 0o no progresivas y no

requirieron el cese del tratamiento (312).

Se han descrito reacciones anafilacticas con varias fluoroquinolonas,

a menudo con pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia humana (13).

La toxicidad oftalmologica s6lo se ha descrito para flumequino en

tres pacientes con fallo renal (134).

Por el momento, las fluoroquinolonas parecen tener un potencial bajo
para inducir caAncer o mutaciones, como han demostrado varios ensayos
realizados in vitro o con animales para estudiar la mutageneicidad o dafio
cromosomico (191). Sin embargo, las fluoroquinolonas son potentes
inhibidores de la topoisomerasa II bacteriana, por lo que pueden inhibir
topoisomerasas eucariotas y de este modo producir toxicidad celular y
clastogenicidad. No obstante, las topoisomerasas del tipo II de las células de
los mamiferos son unas mil veces menos sensibles a la accion inhibidora de
las quinolonas que la girasa bacteriana, y no se ha descrito en el ser humano
ningun efecto carcinogenético, probablemente porque la enzima humana es

estructural y funcionalmente distinta (70).

En un intento para determinar los factores estructurales de las
fluoroquinolonas asociados a la toxicidad celular en los mamiferos, varios
autores (281) examinaron una amplia variedad de sustituyentes en las
posiciones 1, 5, 7'y 8. Los resultados indicaron que ninguna posicion tiene

efectos que controlen por si sélos la citotoxicidad. En cambio, una
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combinacion de ciertos sustituyentes contribuye a provocar los efectos
observados, como el hecho de que compuestos con pirrolidinas en la posicion
7 son mas toxicos que aquellos con piperacinas, y los halogenos en Xg se
asocian a mayor citotoxicidad respecto al hidrogeno. En la Figura 1.15 se

detallan los grupos ordenados de mayor a menor toxicidad en cada posicion.

Las nuevas fluoroquinolonas son esencialmente un grupo de
antibacterianos bien tolerado, cuyos beneficios sobrepasan claramente sus
desventajas en un amplio d&mbito de indicaciones terapéuticas. Su eficacia
clinica ha sido el mayor determinante para que estos compuestos hayan
tenido éxito en el mercado a pesar de su posible toxicidad. Sin embargo, el
menor potencial de los efectos adversos de algunos de estos compuestos,
como norfloxacino, ofloxacino y ciprofloxacino han conducido, sin lugar a
dudas, a su amplia utilizacion. Para otros, como el enoxacino, una mayor
percepcion de la toxicidad ha conducido a su utilidad clinica limitada.

Dado que las fluoroquinolonas tienen un espectro de actividad similar,
y permiten una terapia de amplio espectro en pacientes con una gran variedad
de infecciones, la eleccion entre ellas deberia basarse en las diferencias en
términos de eficacia y seguridad o tolerabililidad. La mayoria de las
reacciones adversas que originan estos agentes son leves y reversibles al
interrumpir el tratamiento, pero estos efectos pueden asociarse a una
mortalidad y morbilidad significativa, como en el caso de trovafloxacino y
temafloxacino (25). Por tanto, continia la posibilidad del desarrollo de
fluoroquinolonas mas seguras e incluso mas activas por medio de
modificaciones quimicas tanto en el niicleo como en los sustituyentes de cada

posicion (13).
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1.9.2. Interacciones con otros farmacos

Se han descrito numerosas interacciones entre quinolonas y otros
farmacos, cuya importancia depende del derivado que se considere. Las mas

importantes y generales se resumen a continuacion.

La interaccion mas importante resulta de la administracion simultdnea
de algunas quinolonas con derivados de la xantina como la cafeina y, en
mayor medida, la teofilina (muy utilizada en el tratamiento del asma), que
puede ocasionar una disminuciéon del aclaramiento de ésta 'y,
consecuentemente, un aumento de su semivida plasmatica y de sus niveles en
plasma, pudiendo alcanzar concentracion superiores a 20 pg/ml y dar lugar a
los sintomas de intoxicacion teofilica (nauseas, vomitos, insomnio, cefalea,
mareos, vértigo, temblores, taquicardia, e incluso convulsiones). Esta
interaccion se ha observado, fundamentalmente, con el acido pipemidico y
enoxacino y, en menor medida, con otras quinolonas como ciprofloxacino,
norfloxacino, pefloxacino y grepafloxacino (27, 181). Este efecto no parece
tener importancia clinica en las quinolonas mas recientes como gatifloxacino
(223).

Esta interaccion parece deberse a que la teofilina se metaboliza en
gran parte, mediante desalquilacion e hidroxilacion, por los sistemas de los
citocromos hepaticos P-448 y P-450, por lo tanto, los farmacos que
interfieran con dichos citocromos (las quinolonas se metabolizan mediante
interaccion con el citocromo P-450) bloquearian el metabolismo teofilinico y,

consecuentemente, la teofilina ve aumentados sus niveles plasmaticos (67).

Debido a que el asma se complica a menudo con infecciones

respiratorias, es frecuente el uso combinado de quinolonas y teofilina, por lo
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que debe prestarse especial atencion al metabolismo de la misma durante la
administracién concomitante.

Estructuralmente, las interacciones quinolona-teofilina dependen,
principalmente, de la naturaleza del sustituyente en posicién 7, pero también
se ven influenciadas por el sustituyente de la posicion 1 y en menor medida,
por el de Xs. Las interacciones mas importantes se producen con
sustituyentes pequefios no voluminosos, como piperacina y pirrolidinas, de
tal forma que conforme aumenta el tamafio del sustituyente en dicha posicién
la interaccion es menor. El sustituyente de R; influye en menor medida, el
etilo y ciclopropilo son neutrales, pero el F-etilo (fleroxacino) y el 2.4-
difluorofenilo (temafloxacino, tosufloxacino, trovafloxacino) en dicha
posicion reducen el nivel de interaccion del 10-25% respecto al grupo
ciclopropilo. El sustituyente de Xg también debe ser de elevado tamaiio, por
lo que el N (naftiridinas) es el peor sustituyente en lo que a interacciones se
refiere. Sin embargo, la influencia del sustituyente de R; domina de tal modo
la relacion estructura-efectos secundarios que un grupo voluminoso en Ry

puede compensar la presencia del nitrogeno en Xg (76).

La administraciéon conjunta de fluoroquinolonas y compuestos que
contengan metales cationicos provoca una disminucion de la absorcion
intestinal de estas ultimas debido a la formacién de complejos insolubles,
como ya se indic en el epigrafe 1.6.1.1 al hablar de la absorcion de estos
compuestos. La quelacion con cationes metélicos ha sido descrita en el 22-
76% de pacientes y es una de las interacciones que afecta a las quinolonas de
modo general, aunque parece mas importante para las quinolonas que
presentan menor nimero de sustituyentes en la estructura basica y en el anillo

piperacinico como ciprofloxacino, norfloxacino y enoxacino (69, 224). En
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cualquier caso, debe evitarse la administracion simultanea de estos
antibioticos y sufalcrato, preparados polivitaminicos que contengan sales de
hierro, zinc u otros cationes metalicos, asi como antidcidos que contengan
sales de magnesio, aluminio o calcio (no existe interaccion con ranitidina ni
cimetidina) (269). Si es necesaria, la co-administracion deberia espaciarse

entre 2 y 4 horas.

Por otro lado, la administracion conjunta de quinolonas y algunos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) potencia su efecto convulsivante
debido a una posible sinergia en la inhibicidon de la unién a los receptores del
GABA (67). Esta interaccion no se produce en quinolonas de tercera y cuarta
generacion (279).

Parece que el grupo de la posicion 7 confiere la mayor influencia en
los efectos sobre el SNC potenciados por los AINE, de forma que la relacion
estructura-efectos secundarios es paralela a la comentada con anterioridad al

estudiar los efectos adversos de las quinolonas a nivel del SNC (76).

En resumen, las quinolonas han mostrado su eficacia en multitud de
infecciones, segin se ha visto con anterioridad, pero debido a sus efectos
adversos e interacciones, su empleo estd contraindicado en enfermos con
historia previa de sensibilidad a sustancias de estructura quinoleinica,
insuficiencia hepética grave, embarazadas, nifios y adolescentes hasta el final
de su desarrollo, y en personas de edad avanzada que tengan alguna lesion en
el sistema nervioso central. Ademas, cuando se administre simultaneamente
con otros farmacos debe tenerse en cuenta las posibles interacciones
bacterioldgicas y farmacoldgicas. En cualquier caso deben considerarse

farmacos de reserva para el tratamiento de infecciones graves y nunca deben
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utilizarse en procesos banales o que puedan ser controlados por otros agentes
antimicrobianos de eficacia bien demostrada, a pesar de la tentacion que
supone la comodidad de su administracion oral y de su posologia (en general,

cada 12 horas).

Influye en la fototoxicidad y en
\Ja toxicidad genética
Para la fototoxicidad:
>>H>
CH3> H NHZ
Para la toxicidad genética:

CHy"NHy~ H

Lugar de union a cationes metalicos

Controla las interacciones con
antiacidos y suplementos con hierro

La mayoria de metales divalentes

Los efectos del F en 0 reducen la absorcion oral
términos de efectos
secundarios no se han ’
descrito
C ——OH

Controla la union GABA,
interacciones con teofilina,
interacciones con AINE
y toxicidad genética 7

No se han descrito efectos
adversos asociados a esta
posicion

X fo—mr

Controla la R,

Para la union GABA: fototoxicidad
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genetica Controla las interacciones con
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CF>CCI’ COMe>N>CH F

Figura 1.15. Resumen de la relacion estructura-efectos secundarios de las

quinolonas. Tomado de Domagala (76). Pip: piperacina; pirr: pirrolidina.






Capitulo 11: Materiales y métodos

2.1. MICROORGANISMOS

Los estudios expuestos en este trabajo se han realizado utilizando
ocho especies microbianas diferentes, cuatro de ellas pertenecientes a
microorganismos Gram negativos y cuatro a Gram positivos. En los Cuadros
2.1 y 2.2 se especifican estos géneros y el niumero de cepas ensayadas.
Ademas, se han utilizado en un estudio previo varias cepas de referencia de la
coleccion americana de cultivos tipo (ATCC) y de coleccion. En el apartado

3.1 del capitulo de Resultados se especifican las cepas.



Materiales y métodos 94

GENERO Y ESPECIE NUMERO DE CEPAS
Escherichia coli 20
Acinetobacter calcoaceticus 20
Achromobacter spp. 18
Moraxella catarrhalis 20

Cuadro 2.1. Cepas Gram negativas ensayadas en los estudios de actividad.

GENERO Y ESPECIE NUMERO DE CEPAS
Staphylococcus aureus 20
Staphylococcus coagulasa negativos 20
Enterococcus faecalis 20
Streptococcus pneumoniae 22

Cuadro 2.2. Cepas Gram positivas ensayadas en los estudios de actividad.

2.1.1. Identificacion y mantenimiento de las cepas

Todas estas cepas proceden de aislamientos clinicos del Hospital
Universitario La Fe de Valencia. Los gérmenes se han identificado por el
sistema automatico Vitek AMS, API 20S y otras pruebas complementarias.

Las cepas empleadas se han mantenido en tubos de agar inclinado
Miiller-Hinton a 4 °C, realizando resiembras sucesivas con periodicidad
quincenal. Ademas se han conservado congeladas a —40 °C en viales con

medio Skim Milk (Difco) al 10%.
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2.2. ANTIMICROBIANOS

Los antibidticos utilizados en este estudio son el ciprofloxacino
(farmaco utilizado como patréon) y los homologos, pertenecientes a dos
series: serie de los 4’N-alquilciprofloxacino y serie de los 3’metil,4’N-
alquilciprofloxacino, cuyas estructuras quimicas correspondientes se
esquematizan en la Figura 2.1. Eventualmente y como término de
comparacion, se incluyeron algunos heterélogos de uso mds o menos
corriente, pero no en todos los casos. Los compuestos estudiados de cada

serie se detallan en el Cuadro 2.3.

SERIE DE LOS HOMOLOGOS DEL CIPROFLOXACINO

SERIE DE LOS
4’N-alquilciprofloxacino  3’metil,4’N-alquilciprofloxacino HETEROLOGOS
Ciprofloxacino 3’metilciprofloxacino Grepafloxacino

(CIP) (97-100) (GRX)

4’N-metilciprofloxacino 3’metil,4’N-metilciprofloxacino Ofloxacino
(Metil-CIP) (97-101) (OFX)

4’N-etilciprofloxacino 3’metil,4’N-etilciprofloxacino Flumequino
(Etil-CIP) (97-102) (FLQ)

4’N-propilciprofloxacino 3’metil,4’N-propilciprofloxacino Esparfloxacino

(Propil-CIP) (97-103) (SPA)
4’N-butilciprofloxacino 3’metil, 4’ N-butilciprofloxacino Sarafloxacino
(Butil-CIP) (97-104) (SAR)

Cuadro 2.3. Quinolonas utilizadas en el estudio.
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Los elementos homologos que aparecen en el Cuadro 2.3 forman
parte de dos nuevas series de quinolonas, siendo todas ellas de nueva sintesis.
Se han preparado para este trabajo por la empresa CENAVISA, de Reus

(Tarragona), que colabora en nuestro proyecto de investigacion.

O
F COOH
R—N# N N
3
R'
Serie 4’N-alquilciprofloxacino Serie 3’metil,4’N-alquilciprofloxacino
R: de H a butilo R: de H a butilo
R:H R’: metilo

Figura 2.1. Estructura quimica de los homdlogos del ciprofloxacino.

Los compuestos heterdlogos se han obtenido de los laboratorios
fabricantes de la molécula, a excepcion del flumequino, que ha sido

proporcionado por CENAVISA.
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2.3. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Agar Miller-Hinton (MHA)

Este medio se prepara disolviendo 38 gramos de “Miiller-Hinton
Agar” (Difco) en 1 litro de agua destilada, calentando hasta ebullicion y
esterilizando la solucion obtenida en autoclave durante 20 minutos a 121 °C.
Tras su esterilizacion, el medio presenta un pH de 7,3+0,1.

El MHA se ha utilizado para el mantenimiento de las cepas, para
realizar los recuentos de bacterias viables en placa y para las pruebas de

sensibilidad microbiologica.

Caldo Miiller-Hinton (MHB)

Se obtiene disolviendo 22 gramos de “Miiller-Hinton Broth” (Difco)
en 1 litro de agua destilada y esterilizando posteriormente en autoclave a
121 °C durante 20 minutos. Tras su esterilizacion, el medio presenta un pH de
7,3+0,1.

Este medio se ha empleado en la preparacion de los indculos.

Solucion de Ringer

Se obtiene disolviendo un comprimido de Ringer 1/4 (Oxoid) en 500
mililitros de agua destilada y esterilizando en autoclave a 121 °C durante 20
minutos.

Este medio se ha utilizado para preparar las diluciones de los inoculos
a la concentracion deseada en las pruebas de sensibilidad microbiologica.

También se ha empleado para hacer las diluciones necesarias de las muestras,
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tomadas a los diferentes tiempos, durante los ensayos de las curvas de

mortalidad-tiempo.

Tampoén de fosfatos, pH 8

Se prepara mezclando los componentes en las siguientes cantidades:

- fosfato bipotasico (K,HPOy) ........... 16,730 gramos
- fosfato monopotésico (KH,POy) .....0,523 gramos

- aguadestilada c.s.p. .ccoveeiieriieeienen. 1 litro

El tampodn se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
Este tampodn se ha utilizado en la preparacion de las correspondientes

diluciones de las quinolonas en las pruebas de sensibilidad microbiolédgica.

2.4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
2.4.1. Generalidades

La actividad antibacteriana de las quinolonas se ha estudiado
mediante la determinaciéon de dos pardmetros: concentracion minima

inhibidora y curvas de mortalidad-tiempo.

La concentracién minima inhibidora (CMI) se define como la

concentracion minima de farmaco capaz de inhibir el crecimiento visible del
microorganismo después de 18-20 horas de incubacion a 35 °C. La CMI es
un parametro estandarizado que proporciona informacion acerca de la
actividad de los compuestos estudiados, y en nuestro caso, permite

determinar si existen diferencias entre las distintas quinolonas para los
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diferentes microorganismos ensayados. No obstante, se trata de un parametro
estatico, que se mide transcurridas 18 h de incubacién y no proporciona

informacion dinamica a lo largo del tiempo.

Las curvas de letalidad o mortalidad-tiempo suministran informacion

sobre la dindmica de la accion bactericida de un antibidtico y sobre la
relacion entre la concentracion de antibidtico y su actividad bactericida. Se
utilizan fundamentalmente para el estudio de nuevos antimicrobianos y para
determinar si existe sinergismo o antagonismo en la combinacion de dos o
mas sustancias administradas conjuntamente. En resumen, proporcionan
informacion dindmica sobre el crecimiento y la letalidad de los
microorganismos.

En las bacterias, para las que estos ensayos estan muy desarrollados y
convenientemente estandarizados, los datos que se han obtenido han ayudado
a comprender el mecanismo de accion de los antimicrobianos. De hecho, la
determinacion de las curvas mortalidad-tiempo se ha convertido en una
importante herramienta de trabajo para determinar los efectos de los

antimicrobianos sobre las bacterias.

2.4.2. Pruebas de sensibilidad microbiologica: determinacion de la

CMI

2.4.2.1. Preparacion de la solucién madre de la quinolona

Todas las quinolonas se han preparado a una concentracion de 640
pg/ml y a partir de esta solucion madre, diluyendo convenientemente, se han
obtenido las concentraciones de trabajo. La cantidad de sustancia pesada y

los disolventes utilizados se indican a continuacion.
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Se pesan 6,4 mg de la quinolona correspondiente y se disuelven en un
volumen total de 10 mililitros de NaOH 0,05 N, a excepcion de
ciprofloxacino, 4’N-butilciprofloxacino, 97-103 y 97-104 que se disuelven en

agua destilada con un 10% de metilformamida.

El grepafloxacino se obtiene a partir de un polvo valorado,
suministrado por los laboratorios Glaxo Welcome Research and

Development, que se disuelve a razon de 6,4 mg por 10 ml de agua destilada.

El ofloxacino se obtiene a partir del preparado comercial Tarivid®

(Hoescht Farma) para infusion por via i.v.

El flumequino (6,4 mg) se disuelve en 10 ml de NaOH 0,1 N.

2.4.2.2. Preparacion del indculo

El indculo se ha preparado siguiendo los siguientes pasos:

1) A partir del tubo de agar inclinado en que se tienen sembradas las
cepas, se hace un cultivo en MHA vy se incuba durante 24 horas a

35 °C.

2) Se tocan unas tres colonias del cultivo en MHA y se siembran en

un tubo de MHB que se incuba durante 18-24 horas a 35 °C.

3) Tras el tiempo de incubacién, la concentracion de bacterias se
diluye convenientemente en Ringer para obtener un valor de 10’
ufc/ml para el calculo de la CMI en medio so6lido. En la Figura 2.2
se pueden observar los pasos seguidos en la preparacion del

indculo bacteriano.
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Tocar 3-4
colonias aisladas

N
f—

10 ml

MHB

Incubar 35 °C, 24h

0,1 ml 0,1 ml 0,5 ml
- ANN
N—1 N—1 N—
5ml 10ml [~ 5ml
— Ringer MHB — MHB
Inoculo CMI Inoculo curvas de

medio sélido ~10" ufc/ml

Figura 2.2. Preparacion del inoculo bacteriano

actividad antimicrobiana.

letalidad ~10° ufc/ml

utilizado en las pruebas de la
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2.4.2.3. Calculo de la concentracion minima inhibidora en medio

solido

La CMI se ha determinado por el método de dilucion en agar,
siguiendo las recomendaciones del comité nacional para estandares de
laboratorio clinico (NCCLS) (209). Se han ensayando las siguientes
concentraciones: 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12, 0,06, 0,03, 0,015,
0,007, 0,004, 0,002, 0,001 pg/ml. Como cepas control se han utilizado
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606, Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

En nuestro caso, se ha trabajado con una bateria de tubos de vidrio
Pyrex” estériles de 15x150 mm, que contenian concentraciones de antibiotico
10 veces superiores a las que se utilizan para el céalculo de la CMI. Estas
suspensiones se diluyen 1/10 con medio de cultivo MHA y se depositan en
placas, de forma que se obtiene una serie de 18 placas, cada una de ellas con
una concentracion diferente de quinolona, ademas de otra placa sin
antimicrobiano que se utiliza como control de crecimiento. Las placas se
siembran con ayuda de un inoculador multipunto Denley (Figura 2.4), que
deposita sobre la placa 1 pl de la suspension de bacterias (indculo), por lo
que la cantidad de bacterias en cada impronta fue del orden de 10* ufc. De

este modo, pueden ensayarse hasta 21 cepas bacterianas por placa.

El procedimiento utilizado, que se expone de forma esquematica en la
Figura 2.3, se lleva a término para cada una de las quinolonas que

constituyen el objeto del trabajo de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. En cada uno de los tubos de una serie de 17, se deposita un mililitro

de tampon fosfato pH 8, excepto en el primer tubo. El nimero de tubos que



Materiales y métodos 103

se preparan depende del nimero de concentraciones que se requieran para el
analisis. En nuestro caso, puesto que se ensayaron 17 concentraciones de

antibidtico, se necesita, obviamente, una serie de 18 tubos.

2. Al primer tubo de la serie, vacio hasta el momento, se le afiaden 2
ml de la solucién madre del antibidtico, obtenida segin se ha indicado en el
apartado 2.4.2.1, a una concentracion de 640 pg/ml, de forma que este valor
es 10 veces superior a la mayor concentracion de antibiotico deseada. Del
primer tubo se transfiere 1 ml al segundo, que se mezcla bien con el mililitro
de tampodn fosfato pH 8 que ya contenia, de tal forma que el volumen final en
el segundo tubo es de 2 ml, del que se toma 1 ml y se lleva al tercer tubo. Se
repite este proceso de diluciones dobles seriadas de razon 2 en tampdén
fosfato pH 8 sucesivamente con todos los tubos, hasta que se llega al altimo,
del cual se elimina 1 ml.

Tras este proceso, el volumen final en todos los tubos es de 1 ml.

3. Posteriormente se afiade a los tubos 9 ml de MHA fundido, con lo
que el antibidtico se diluye 10 veces con MHA y se deposita sobre una placa
de Petri estéril de 9 cm de didmetro. Ademas, se dispone otra placa con 10 ml
de MHA que se utiliza como control de crecimiento.

4. Una vez solidificado el medio, se procede a depositar los indculos
(preparados segun se ha indicado en el apartado 2.4.2.2.) sobre las mismas,
con ayuda del inoculador multipunto Denley.

5. Una vez finalizado el proceso anteriormente descrito, se llevan
todas las placas a incubar en la estufa durante 18-24 horas a 35 °C.

6. Transcurrido el tiempo de incubacion se procede a la lectura de los
resultados. La CMI corresponde a la concentracion mas baja que no presenta

crecimiento visible del microorganismo.
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Solucidén madre del antibidtico
640 pg/ml

2 ml

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

BN 0>

tampon
1 ml Iml....oooennnie. 1 ml Iml fosfato pH 8
64 32 16 0,02 0,01 pg/ml

Anadir a los tubos, que contienen 1 ml de la
solucion de antibidtico, 9 ml de MHA a 55 °C.

Verter el contenido del tubo en placa

Petri de 9 cm y dejar solidificar
] )

@@@ OO

............. 0,002 0,001 pg/ml

Figura 2.3. Procedimiento seguido para la determinacion de la CMI en medio

solido.
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En la Figura 2.4 se puede observar el inoculador multipunto Denley y

en la Figura 2.5 cinco placas representativas de los resultados obtenidos.

Figura 2.4. Inoculador multipunto Denley.

Figura 2.5. Imagen de los resultados obtenidos, en la determinacion de la CMI.
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En la realizacion de todos los pasos descritos hasta aqui, se debe tener
siempre la precaucion de trabajar en ambiente estéril, para evitar
contaminaciones. Esto se consigue utilizando tampones y materiales estériles
y trabajando siempre cerca de la llama de un mechero, que creara una zona de

esterilidad en el campo de trabajo, o bien, en campana de flujo laminar.

2.4.3. Ensayos cinéticos de la actividad bactericida de los

antimicrobianos

Con el fin de estudiar la actividad bactericida de las quinolonas se han
realizado las curvas de mortalidad-tiempo a concentraciones superiores e

inferiores a la CMI.

La técnica para determinar las curvas de letalidad consiste en inocular
una serie de tubos que contienen concentraciones conocidas de antibiotico,
con una cantidad determinada de bacterias. A tiempos establecidos se toma
una muestra de la suspension que, convenientemente diluida, se siembra en
placas de agar. Después de incubarlas durante 24 horas a 35 °C, se cuenta el
numero de unidades formadoras de colonias (ufc). Multiplicando el nimero
de colonias por el volumen y la dilucién ensayada, se obtiene el niimero de
bacterias supervivientes. Se ensayan dos o tres diluciones de cada

concentracion de antibidtico y mas de una placa por dilucion.

Antes de llevar a efecto estas pruebas es conveniente determinar una

serie de pardmetros, entre ellos:

» Efecto del antibidtico arrastrado con la muestra. Es importante

determinarlo, ya que de lo contrario puede considerarse como bactericida una
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concentracion en la que la disminucion del nimero de ufc se debe a la accion
del antibidtico arrastrado con la muestra. Esta determinacion consiste en
extender volimenes conocidos de cada concentracion de antibidtico a ensayar
sobre una placa de cultivo, dejar secar unos 30 minutos y, posteriormente,
sembrar una concentracion conocida de bacterias. Después de incubar 24 h se
compara el numero de colonias de las placas con antibidtico con el de las
placas control. Se puede considerar que no hay efecto de arrastre si la

diferencia de ufc es menor del 25% en una cierta concentracion.

> Limite de la deteccion de la técnica. Se define como el namero

minimo de ufc que puede detectar la técnica con una reproducibilidad

expresada como coeficiente de variacion menor del 25%.

» Reproducibilidad intraensayo. Se siembran varias placas, se

comparan los resultados de la misma concentracion de antibidtico y se

calcula el coeficiente de variacion obtenido el mismo dia.

2.4.3.1. Preparacion del in6culo bacteriano

A partir de una colonia de 24 horas de crecimiento a 35 °C en una
placa de MHA, se siembra un tubo de MHB y se incuba a 35 °C durante 18-
24 h. Transcurrido este tiempo de incubacion, la suspension bacteriana se
diluye 1/100 en el mismo medio de cultivo y posteriormente 1/10 al
adicionarlo a los tubos problema. De esta forma, el indculo bacteriano queda
ajustado a una concentracion aproximada de 10° ufc/ml, que es la que se
utilizard a lo largo del ensayo. No obstante, en cada experiencia se ha
cuantificado el nimero de células viables mediante contaje en placa. El

proceso para la preparacion del indculo puede observarse en la Figura 2.1.
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2.4.3.2. Medios de cultivo y concentraciones de quinolona estudiadas

La cinética de la actividad bactericida de ciprofloxacino, 4’N-
metilciprofloxacino, 4’N-etilciprofloxacino y 97-101, se ha determinado
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Estos compuestos han sido seleccionados por ser los elementos que

presentan mayor actividad sobre S. aureus.

El medio de cultivo utilizado para las experiencias ha sido el caldo de
cultivo MHB. Este medio permite que el microorganismo se multiplique y

lleve a término sus reacciones metabolicas caracteristicas.

Las concentraciones de quinolona ensayadas han sido las

correspondientes a 4 CMI, CMI, 4 CMI, 16 CMI, 64 CMI y 256 CMI.

2.4.3.3. Preparacion del antimicrobiano v de los tubos de ensavo

A partir de la solucion madre de antibiotico, preparada en el momento
del ensayo, se realizan las diluciones necesarias para conseguir las
concentraciones especificadas en el apartado anterior. Como medio de
dilucion se utiliza el mismo en el que se van a llevar a cabo las curvas de

letalidad.

Para la preparacion, se toma una seric de tubos de vidrio Pyrex®
estériles de 15x150 mm, se les afiade medio de cultivo y se realizan las
diluciones apropiadas para obtener la concentraciéon deseada de quinolona.
En todas las series se prepara un tubo adicional, que no contiene
antimicrobiano, y que sirve como control de crecimiento bacteriano. El

volumen final de todos los tubos es de 5 ml.
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A continuacion se anade el indculo en proporcion 1/10, con lo que
queda ajustado a una concentracién aproximada de 10° ufc/ml segin se ha
indicado en el apartado 2.4.3.1. Una vez inoculados, todos los tubos se

incuban en estufa a 35 °C.

2.4.3.4. Toma de muestras

La toma de muestras se ha realizado a las 0, 1, 2, 3 y 4 horas de
incubacion en MHB. El procedimiento es el siguiente:

En tiempo 0 se determina el nimero de células viables en el tubo
control y a las 1, 2, 3 y 4 horas de incubacion se toman muestras de los
diferentes tubos con la ayuda de una micropipeta calibrada. Segun el tiempo
transcurrido y la concentracion del antimicrobiano en el tubo problema, se
realizan las diluciones decimales necesarias de las muestras en Ringer 74 para
obtener un nimero adecuado de colonias por placa, con el fin de realizar, sin
dificultad, el recuento de bacterias viables. Se considera como numero
adecuado entre 30 y 300 colonias por placa.

Una vez obtenidas las diluciones deseadas se siembran en placas de
MHA vy se incuban a 35 °C durante 18-24 horas. De cada tiempo y
concentracion se siembran dos diluciones y de cada dilucion se siembran dos
o mas placas de MHA. Transcurrido este tiempo, se procede al recuento del

numero de unidades formadoras de colonias que han crecido por placa.

Con el fin de reducir al maximo la incidencia de las condiciones de
ensayo en las curvas de letalidad, todas las concentraciones correspondientes
a cada quinolona se realizaron el mismo dia. Ademads, se comprobo6 el valor

de la CMLI.
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2.4.3.5. Célculo de la curva de mortalidad-tiempo

A partir del nimero de colonias que han crecido en las placas de
MHA se calcula, teniendo en cuenta las correspondientes diluciones
efectuadas, el nimero de ufc/ml presentes en los tubos problema.
Representando el nimero de ufc/ml frente al tiempo de incubacion en papel
semilogaritmico se obtienen las curvas de letalidad correspondientes a cada
concentracion de antimicrobiano en el medio de cultivo estudiado.

A continuacioén, se busca la funcion matematica que mejor se ajusta a
los datos experimentales obtenidos con el fin de determinar la cinética y
poder calcular la constante de letalidad. Segun la bibliografia consultada, los
antibidticos pueden mostrar distintas cinéticas, de las cuales las mas

frecuentes son la monoexponencial, y la biexponencial o bifasica, que se

describen a continuacion:

1) Cinética monoexponencial

La ecuacion representativa del proceso, en la que la letalidad aumenta

proporcionalmente con el tiempo de incubacion, es:
N, =N,-e™ Ecuacion 2.1

en la que: Ny representa el nimero de ufc/ml en un determinado tiempo t (h),
Ny es el namero de ufc/ml en tiempo cero, k corresponde a la constante de

letalidad (h™) y t al tiempo de incubacion (h).

Aplicando logaritmos neperianos o decimales en la ecuacion 2.1 se

obtienen las siguientes transformaciones lineales de la misma:

InN; =InN, -k-t Ecuacion 2.2
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Ecuacién 2.3

logN, =logN, - 3303 -t

que permiten estimar la constante k que corresponde a las condiciones de

ensayo.

2) Cinética biexponencial o bifésica

La ecuacion general en este caso, en la que hay dos velocidades de

letalidad, una de ellas rapida (k;), y otra mas lenta (k;), es:

— k.t — k.t .y
N, = No[ae "+ (1 - oc)e : } Ecuacion 2.4
en la que se han mantenido los simbolos anteriores y @ es un parametro.

En las dos cinéticas, el nimero de ufc en un tiempo determinado (Nr)
depende del inoculo (Ny) y de una serie de factores que se engloban en la
constante de letalidad o crecimiento (k), cuyo valor depende, entre otras
variables, de las condiciones de incubacion, del medio de cultivo, de la

concentracion de antibiotico y del indculo.

En ambos casos es posible la existencia de un periodo de latencia en
el comienzo de la accion bactericida (At). En esta situacion se obtienen las
ecuaciones 2.5 y 2.6, segun se trate de una cinética mono o biexponencial,

respectivamente:

N, =N, e Ecuacion 2.5

N, =N, [oce_ b loa) +(1-a)e " (l_m)} Ecuacion 2.6
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en las que todos los simbolos son conocidos.

Los ajustados matematicos se han realizado simultdneamente para
todas las concentraciones de cada antibidtico con ayuda del programa
SigmaPlot 4.0, basado en el algoritmo de Marquardt. El calculo de las
constantes se ha llevado a cabo mediante un analisis de regresion lineal de los
logaritmos neperianos de las ufc/ml en funcion del tiempo (Ecuacion 2.2).
Esto corresponde al tratamiento de los datos por regresion no lineal
utilizando una funcién de ponderacion igual a 1/y>. Como criterio de la
bondad del ajustado se emplea los pardmetros que se describen a

continuacion:

> El coeficiente de correlacidn, r, se utiliza como criterio estadistico

., . , . 2
para evaluar la correlacion lineal. Cuanto mas se aproxima el valor de r” a la

unidad, en términos absolutos, tanto mas fiable es el resultado (302).

» La desviacion estandar de los parametros, 6. Mediante el programa

de ajuste de datos empleado se obtiene los parametros de la ecuacion
utilizada, acompafniados de sus desviaciones estandar. La desviacion estandar
constituye un buen indicador de la fiabilidad del ajustado obtenido, ya que

expresa la precision con la que se ha estimado el parametro.

» La suma de cuadrados, SC, se utiliza para juzgar la calidad de los

ajustados no lineales. Este parametro estadistico equivale al sumatorio de los
cuadrados de las diferencias entre los valores experimentales y los valores

predichos por la ecuacion obtenida tras el ajustado.

SC = Zwi .(yi _;/i )2 Ecuacion 2.7
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en la que w; representa el factor de ponderacion empleado, y; representa los
valores experimentales e ;i los valores predichos por el modelo. Cuanto

menor es el valor obtenido, tanto mas fiable se considera el ajustado (302).
Por otro lado, para comparar la bondad relativa de los ajustes de las

distintas ecuaciones a los datos, se ha utilizado la ecuacion:

Fe SCI—SCZ' L2
SC2 VI— L2

Ecuacion 2.8

en la que F corresponde al estadistico de Snedecor, SCy y SC; representan la
suma de cuadrados del ajustado sencillo y complejo, respectivamente y v los

grados de libertad.

Ademés, se utiliza el criterio AIC (Akaike Information Criterion) en

el mismo sentido. Se define mediante la ecuacion:
AIC=N-InSC+2p Ecuacion 2.9

donde N es el nimero de datos experimentales, p el nimero de pardmetros de
la ecuacion que se analiza, y SC la suma de cuadrados. El ajustado con

menor AIC es el mas probable.

> La dispersiéon de los residuales. Los residuales son los valores

obtenidos por diferencia entre los valores experimentales y los predichos por
el modelo. La representacion grafica de los mismos frente a los valores
predichos de la variable dependiente informa sobre la bondad del ajustado y
permite detectar desviaciones sistematicas (302). Se considera que el ajustado
es tanto mas fiable cuanto mas se aproximen los valores residuales a cero.
Por otro lado, la distribucion de los puntos debe ser totalmente aleatoria y no

mostrar tendencia a la ordenacion.



Materiales y métodos 114

2.4.3.6. Parametros obtenidos de las curvas de letalidad

A partir de la ecuacion de la curva de letalidad se obtienen parametros
de interés para establecer el mecanismo de accion de los antibidticos en
estudio. Entre ellos destacan, por su utilidad, los siguientes:

» el periodo de latencia (At),

» el tiempo que tarda la poblacion en reducirse a la mitad, Ty, que

equivale a T;,=In2/k cuando se trata de una cinética monoexponencial,

» el tiempo necesario para reducir la poblacion viable en un 90%,

Too, que corresponde a Tgp=2,303/k en una cinética monoexponencial,

» el tiempo en que la concentracion es bactericida, es decir el tiempo
en el que el descenso de ufc es de tres logaritmos con respecto al tiempo
inicial (210), To99, que se calcula como Tg99=6,908/k cuando se trata de una

cinética monoexponencial.

2.4.3.7. Comparacion de las curvas de letalidad

La constante de letalidad para cada antimicrobiano se cuantifica por la
pendiente de la curva de mortalidad. La comparacion de las pendientes de las
distintas concentraciones ensayadas permite estudiar el efecto de la
concentracion en la letalidad. Esta comparacion entre las diferentes
concentraciones ensayadas de cada quinolona se realiza mediante un analisis
de varianza de una via de las constantes, con ayuda del paquete estadistico
SPSS 10.0, para poder determinar si las diferencias encontradas se deben al

azar o bien son el resultado de una diferente actividad. Se toma como valor
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de significacion a<0,05 y el test de Scheffé para establecer las diferencias
individuales.

La representacion grafica de las constantes en ordenadas frente a la
concentracion en abcisas, permite un andlisis visual de estos resultados. La

ordenada en el origen corresponde a la tasa de crecimiento del control.

2.5. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Los antibidticos estudiados en la presente Memoria pertenecen a dos
series homologas, lo que permite establecer relaciones entre la estructura y la
actividad de estos compuestos. Este tipo de relaciones, denominadas
abreviadamente en muchas ocasiones, QSAR (siglas anglosajonas de
“quantitative structure-activity relationships”) son, en principio, de naturaleza

no lineal y su expresion matematica admite varias formas.

En realidad, de todas las expresiones que se han propuesto y
considerando los casos mas generales, parece bien consolidada la teoria de
que, para este tipo de relaciones, la lipofilia es, con mucho, el factor mas
importante como parametro indicativo de la estructura. Asi lo afirman los
trabajos mas representativos e incluso los mas recientes sobre la materia (31,
120-122, 137, 157, 159, 241, 301, 317), aunque existen factores adicionales
que satisfacen posibles interacciones farmaco-receptor, como por ejemplo,
enlaces de hidrogeno, superficies polares y apolares de las moléculas y de

otros tipos, que pueden modular y mejorar la correlacion.
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De todas las expresiones que se han propuesto, se ha elegido la

ecuacion bilineal, altamente funcional, cuya expresion es:

1 __L-P Ecuacion 2.10
MGCMI 1+R-P"

en la que la inversa de la media geométrica de las CMIs (1/MG CMI)
representa la actividad antimicrobiana de cada compuesto estudiado; P es la
constante estructural equivalente a la lipofilia de éste, en el caso que nos
ocupa, el coeficiente de reparto en fases liquidas entre n-octanol (considerado
como el disolvente mas afin a los sustratos bioldgicos) y una solucion
reguladora de pH 7,0 (ambas fases saturadas por agitacion previa durante un
tiempo adecuado y consiguiente reposo ulterior); la solucién acuosa intenta
reproducir las condiciones que prevalecen durante el ensayo. Los términos L,

R, m, y n son parametros del ajustado.

Las correlaciones bilineales se caracterizan por la existencia de dos
rectas convergentes unidas por un tramo parabdlico y en éste un valor
intermedio optimo de lipofilia, denominado Py, en el cual la actividad es
maxima para una serie dada. El ajustado de los datos (P, 1/MG CMI) se ha
llevado a término con ayuda del programa SigmaPlot 4.0.

Como criterio para juzgar la bondad de las correlaciones estructura-
actividad se ha utilizado el coeficiente de correlacion, r, de la recta entre los
valores experimentales de actividad y los que predice el modelo; la
inclinacion, b; y la ordenada en el origen, a, de la misma. Asimismo se
considera el error estandar de los parametros como indicativo de la precision

con que se estiman.
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Por ultimo se ha calculado el poder predictivo de la ecuacion

mediante los valores correspondientes a los heterdlogos estudiados.

2.6. MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIMICROBIANOS

EN Streptococcus pneumoniae

Con el fin de explicar de un modo convincente como y a qué nivel
actiian los compuestos homologos del ciprofloxacino, si bien es cierto que el
modo de acciéon de las quinolonas sigue hasta el momento sin estar
totalmente esclarecido, se ha procedido al estudio microbiologico especifico
de los mecanismos bioquimicos de la accion antimicrobiana. El estudio se
ha realizado incluyendo técnicas de tipo microbiolégico, de biologia
molecular y enzimaticas tan necesarias en los estudios modernos sobre la
accion de las fluoroquinolonas. En concreto, la investigacion se ha centrado
en Streptococcus pneumoniae, determinando los efectos de la formacion del
complejo ternario de las quinolonas ensayadas en la ADN girasa y
topoisomerasa IV bacteriana in vitro, con el proposito de conocer la diana
especifica de estos derivados alquilados en comparacion con el
ciprofloxacino, proporcionar informacion acerca del modo de accion de estos
compuestos y comprobar si ello permite explicar las diferencias en la

actividad observadas sobre este microorganismo.

Esta parte del trabajo se ha desarrollado en el St. George’s Hospital
Medical School, University of London, bajo la direccion del Doctor L. M.
Fisher.
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2.6.1. Actividad antimicrobiana de los homologos del

ciprofloxacino frente a determinadas cepas de Streptococcus pneumoniae

En primer lugar, para tratar de averiguar si se produce o no un cambio
de diana con estos compuestos, se ha procedido al calculo de la CMI con
cepas que presentan mutaciones en lugares conocidos de los genes que
codifican la girasa, la topoisomerasa IV o en ambas enzimas. De este modo,
segun la CMI aumente o permanezca inalterada orienta sobre cual es la
primera diana de estos derivados. Las cepas utilizadas en el estudio se

muestran en el Cuadro 2.4.

Cepas de Streptococcus pneumoniae

Cepa Descripcion

7785% Cepa procedente de aislamiento clinico sensible al
ciprofloxacino y al esparfloxacino

1C1 Mutante de primer paso derivado de 7785 seleccionado in
vitro por resistencias al ciprofloxacino

206, 2C7 Mutaptes de segundo paso al ciprofloxacino derivado del
de primer paso

3C4 Mutante de tercer paso al ciprofloxacino derivado del de
segundo paso

1S1. 184 Mutante de primer paso derivado de 7785 seleccionado in

’ vitro por resistencias al esparfloxacino
251,254 Mutante de segundo paso al esparfloxacino derivado de

1S1

* cepa clinica sensible a ciprofloxacino aislada en el St. George’s Hospital Medical
School, Londres, UK
Cuadro 2.4. Cepas utilizadas en el estudio de la CMI de las quinolonas. Estas

cepas se obtuvieron seguin se describe en las referencias 226, 227 y 230.
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Para el calculo de la CMI, el medio de cultivo MHA se esteriliza en
autoclave y se deja enfriar en bafo termostatado a 50 °C, se afiade la sangre
de caballo, se mezcla y se afiade el antibidtico a una concentracion diez veces
superior a la que se quiere ensayar. La solucién se vierte entonces sobre
placas Petri estériles que se dejan solidificar. Se siembran las cepas y las
placas se incuban a 37° C durante 18-24 h. Transcurrido ese tiempo se

procede a la lectura de los resultados.

Todas las cepas de Streptococcus pneumoniae se han sembrado en
MHA conteniendo un 5% (V/V) de sangre de caballo y se han incubado
aerobicamente a 37 °C durante 18-24 h. La CMI se ha determinado segtn el
método de diluciones dobles seriadas recomendado por el NCCLS (209)

conforme se ha descrito en el epigrafe 2.4.2.3.

2.6.2. Estudio in vitro de la formacion del complejo ternario

(“cleavage”) por las topoisomerasas de Streptococcus pneumoniae

Se ha procedido al estudio in vitro del complejo de union producido
por las quinolonas en estudio sobre el ADN. Se acepta que este método
reproduce muy fielmente lo que ocurre en el interior de la célula bacteriana,
puesto que parece ser que la formacion de este complejo ternario es el

proceso que inicia la accion antibacteriana de las quinolonas.

Las condiciones utilizadas para la purificacion de la girasa y
topoisomerasa IV de S. pneumoniae se han descrito previamente (229). Estas
enzimas han sido proporcionadas por el grupo de trabajo del St. George’s
Hospital Medical School para la realizacion de la presente Memoria. Los

ensayos del “cleavage” sobre el ADN también se han llevado a cabo segiin un
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método establecido por el grupo de trabajo mencionado que se encuentra

descrito en la bibliografia (229).

2.6.2.1. Reactivos y tampones

» Tampodn Tris-Borato-EDTA (TBE)

Se prepara mezclando los componentes en las siguientes
concentraciones:

- 90 mM Tris base

- 90 mM Tris 4cido borico

- 2mM EDTA

El TBE se utiliza para preparar el gel de agarosa y como tampo6n en el

que se lleva a cabo la electroforesis.

> TampoOn de carga de la muestra de ADN
- 0,25 % (P/V) azul de bromofenol
- 15% (P/V) Ficoll tipo 400

Este tampon se afiade a las muestras de ADN y se utiliza para
cargarlas en el gel previo a la electroforesis. Este tampon se afiade porque
confiere color azul y ademés tiene un peso molecular elevado con lo que
ayuda a que la muestra sedimente en el pocillo al cargar el gel para llevar a

cabo la electroforesis.

> Electroforesis en gel de agarosa (1%)

La agarosa es un polisacarido neutro, adecuado para separar un
amplio &mbito de moléculas segiin su tamano, lo que se consigue al variar el

tamafio del poro a través de cambios en la concentracion del gel. La agarosa
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tiene la propiedad de fundir en presencia del tampon deseado hasta obtener
una solucion transparente y clara. La solucidn se vierte en un molde y forma
una matriz cuya densidad depende de la concentracion de agarosa. Cuando se
aplica un campo eléctrico a través del gel, el ADN que esta cargado
negativamente a pH neutro, migra hacia el anodo. La tasa de migracion esta
determinada por varios factores, entre ellos el tamafio y la conformacion de la
molécula de ADN, de forma que a mayor tamafio, el ADN migra mas
lentamente. En nuestro caso, el ADN lineal migra con mayor lentitud que el
ADN superenrollado. Un esquema de este proceso se muestra en la Figura

2.6.

Las muestras de ADN obtenidas se han analizado por electroforesis en
gel de agarosa 1% (P/V). El gel se prepara calentando la agarosa en tampon
TBE en microondas hasta que el polvo queda completamente disuelto. La
solucion se deja enfriar y se vierte en los moldes colocando el peine para
formar los pocillos, con cuidado de no formar burbujas de aire. El gel debe
tener entre 3 y 5 mm de grosor, se deja solidificar a temperatura ambiente
aproximadamente 30 minutos, se retira el peine, se separa del molde y se
sumerge en tampon TBE antes del uso. Las muestras de ADN se cargan en
los pocillos y se utilizan marcadores del tamafio de ADN para asegurar el
tamafio de los fragmentos de ADN en el gel. La electroforesis se lleva a cabo
a un voltaje constante de 80 V durante dos horas. Tras la electroforesis, el gel
se tifie sumergiéndolo en tampon TBE conteniendo 1 pg/ml de bromuro de
etidio durante 30 minutos en agitacion. A continuacion, se lava en agua
durante diez minutos y se visualiza. Las bandas de ADN se pueden observar
en un transiluminador UV y se fotografian utilizando un filtro rojo y una

pelicula Polaroid 665.
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Figura 2.6. Esquema del proceso llevado a cabo para la preparacion del gel de

agarosa utilizado durante la electroforesis de las muestras de ADN.
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2.6.2.2. Estudio del “cleavage” en la topoisomerasa IV

Para estudiar el “cleavage” que producen los antibidticos y establecer
el efecto de la concentracion de antibiotico utilizada, se lleva a cabo la

siguiente reaccion:

1. Se colocan en un bafo de hielo varios tubos epperdorf estériles con
2 pl de la quinolona a concentracion 10 veces superior al dmbito que se

quiere estudiar, pues en los pasos sucesivos se produce una dilucion 1/10.

2. Se afiade a cada tubo con el antibidtico 18 pl de la mezcla
siguiente:
» 5 ul del tampon 4x T4, que contiene:
-1MTris 7,5
- 1 M MgCl,
-1 MDTT
- 2 M Glucamato potasico
- 20 mg/ml BSA
- IM NaCl
» 0,4 ul del plasmido PBR322 (0,1 pg/ml)

» volumen necesario de la mezcla ParC y ParE para tener 0,45 gy
1,7 pg de las proteinas ParC y ParE, respectivamente. Esta mezcla debe
permanecer previamente en hielo durante 10 minutos, para asegurar la

polimerizacién de ambas subunidades de la topoisomerasa I'V.

» Agua destilada hasta ajustar el volumen a 18 pl.

3. Se centrifugan los tubos unos segundos para asegurar que los

componentes se mezclan y se incuban en un bafio a 37 °C durante una hora.
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4. Se sacan los tubos del bafio y se afiade 2 pl de LSS 2% (dodecil

sulfato sodico). Este compuesto atrapa al complejo farmaco-ADN-enzima.

5. Se aniade 2,5 pl de proteinasa K (1 mg/ml), se centrifuga unos

segundos y se lleva al bafio a 37 °C durante 30 minutos para que ésta acttie.
6. Se sacan los tubos del bafio y se anade 5 pl de 5x tampon de carga.

7. Se cargan las muestras en el gel de agarosa, junto con dos controles

de ADN, uno superenrollado y otro lineal.
8. Se realiza la electroforesis a 80 V durante un par de horas.

9. Se tine el gel con bromuro de etidio durante 30 minutos en
agitacion. Este compuesto se une al ADN y hace que al observar el gel bajo
luz ultravioleta, las bandas de ADN se vean brillantes. Transcurridos los 30
minutos, se lava el gel unos 10 minutos con agua para eliminar el exceso de

colorante.

10. Se observan las bandas de ADN en el transiluminador y se calcula
la CCys que se define como la concentracion de fluoroquinolona que
convierte el 25% del ADN superenrollado PBR322 a la forma lineal en

presencia de la topoisomerasa V.

2.6.2.3. Estudio del “cleavage” en la girasa

Para estudiar el “cleavage” que producen los antibidticos y establecer
si éste depende de la concentracidon de antibidtico utilizada, se lleva a cabo la

siguiente reaccion:
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1. Se colocan en un bafio de hielo varios tubos epperdorf estériles con
3 ul de la quinolona a concentracion 10 veces superior al rango que se quiere

estudiar, puesto que en los pasos sucesivos se produce una dilucion 1/10.

2. Se anade a cada tubo con el antibidtico 18 pl de la mezcla
siguiente:
> 10 ul del tampén 3x GAMA™, que contiene:
-35mM Tris 7,5
- 6 mM MgCl,
- 1,8 mM espermidina
- 24 mM KCl
-5mM DTT
- 0,36 mg/ml BSA
- 6,5% glicerol
» 0,4 pul del plasmido PBR322 (0,1 pg/ml)

» volumen necesario de la mezcla GyrA y GyrB para tener 0,45 pugy
1,7 pg de las proteinas GyrA y GyrB, respectivamente. Esta mezcla debe
permanecer previamente en hielo durante 10 minutos, para asegurar la

polimerizacién de ambas subunidades de la girasa.

» Agua destilada hasta ajustar el volumen a 27 pl.

3. Se centrifugan los tubos unos segundos para asegurar que los

componentes se mezclan y se incuban en un bafio a 25 °C durante una hora.
4. Se sacan los tubos del bafio y se anade 3 pl de LSS 2%.

5. Se anade 3 pl de proteinasa K (1 mg/ml), se centrifuga unos

segundos y se lleva al bafo a 37 °C durante 30 minutos para que ésta actue.
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6. Se sacan los tubos del bafio y se afiade 7 pl de 5x tampon de carga.

7. Se cargan las muestras en el gel de agarosa, junto con dos controles

de ADN, uno superenrollado y otro lineal.
8. Se realiza la electroforesis a 80 V durante un par de horas.

9. Se tifie el gel con bromuro de etidio durante 30 minutos en
agitacion. Finalmente, se lava el gel unos 10 minutos con agua para eliminar

el exceso de colorante.

10. Se observan las bandas de ADN en el transiluminador y se calcula

la CC,s en presencia de la girasa.

2.7. BALANCE ACTIVIDAD-BIODISPONIBILIDAD

Se trata de un criterio aplicable a la relacion de candidatos en una
serie homologa dada, que intenta complementar los estudios de actividad con
el aprovechamiento del medicamento cuando se desea administrar éste por

via oral (260).

Utiliza, por una parte, la actividad antibacteriana in vitro (1/GM CMI)
y, por otra, la biodisponibilidad absoluta, calculada mediante estudios de
absorcion in situ (Feac) (24, 193, 260), ambos comparados con los valores de

la quinolona modelo o patrén de la serie estudiada.

Estos dos valores, en conjunto, generan una escala de balance

actividad-biodisponibilidad (BAB) muy Ttil para la seleccion de candidatos a
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farmacos merecedores de ulterior estudio en fases ya mas avanzadas de

desarrollo.

2.7.1. Ecuacion de trabajo

El balance actividad-biodisponibilidad se expresa matematicamente

como sigue:

1/ GM CMI (candidato) Fealc (cantidato)
1/ GM CMI (patron) Fcalc (patron)

BAB=CA-CF = Ecuacién 2.11

expresion en la cual CA considera las medias geométricas de actividad y CF
las biodisponibilidades orales, ambas relativas, es decir, respecto al patron,

para cada compuesto y cada especie ensayados.

Respecto a los pardmetros de actividad, CA se calcula, simplemente,
haciendo el cociente entre el valor 1/GM CMI obtenido para cada compuesto
que se estudia y el hallado para el patron o compuesto de referencia en cada

especie ensayada.

Por su parte, dado que queda fuera de los objetivos de la Tesis, la
biodisponibilidad oral absoluta no se ha determinado experimentalmente.
Para su utilizacion se predicen los valores de los distintos compuestos

mediante la ecuacion:

Fae=1-¢ " Ecuacién 2.12
que ha demostrado su utilidad para este grupo terapéutico (260), ya que
presenta errores de prediccion inferiores al 20% en un amplio margen de

lipofilia. En la ecuacion Fq e representa la biodisponibilidad intrinseca que se

predice para un candidato dado en la rata (y, por extension, en el hombre,
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aunque se trate de cifras aproximativas), k, es la constante de absorcion in
situ determinada experimentalmente en animales y T es el tiempo de transito
intestinal necesario para la absorcion in vivo, es decir, el periodo de tiempo
durante el cual permanece en la zona 1til para la absorcion (intestino delgado
completo) la solucién acuosa del compuesto administrada por via oral, que

equivale a 0,93+0,06 horas para el tipo de compuestos ensayados.

CF se calcula, a partir de los valores de biodisponibilidad absoluta
predichos a través de la ecuacion 2.12, mediante el cociente entre Fcy

hallado para cada compuesto en estudio y el obtenido para el patron.



Capitulo I11: Resultados

3.1. ESTUDIO DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

3.1.1. Cepas de referencia

Se han utilizado 21 cepas de referencia de la coleccion americana de
cultivos tipo (ATCC) para el calculo de la CMI, con el fin de obtener una
primera aproximacion de resultados en las nuevas series de homologos. Los
resultados obtenidos para la serie 4’N-alquilciprofloxacino completa se
muestran en el Cuadro 3.1. Los datos correspondientes a la serie 3’metil,4’N-

alquilciprofloxacino se obtuvieron en un trabajo previo (286).
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Como se observa, para algunos microorganismos la CMI se mantiene
en valores similares a los del ciprofloxacino, para otros se mejora y, sin
embargo, en otros casos el valor obtenido es mayor. Frente a algunas cepas
los distintos homoélogos se comportan de forma diferente. Finalmente, de un
modo general, se puede afirmar que la actividad de los homdlogos con un
grupo pentil y hexil es mucho menor que la que presenta el resto de las
sustancias, por lo que se han omitido las pruebas subsiguientes con estos dos

compuestos.

Con objeto de comprobar si los resultados preliminares obtenidos son
caracteristica de cepa o de género, se ha ampliado el estudio a los
microorganismos que presentan mayor sensibilidad a los derivados que al
farmaco patron, es decir, Gram positivos en general y algunas especies de
Gram negativos. De este modo, se han ensayado mas cepas de
microorganismos Gram positivos, incluyendo varios géneros y cepas
resistentes a meticilina y/o ciprofloxacino. En el Cuadro 3.2 se muestran los

resultados obtenidos para la serie 4’N-alquilciprofloxacino.

Los resultados expuestos en el Cuadro 3.2 dieron paso a un estudio
exhaustivo sobre cepas de S. aureus resistentes a ciprofloxacino y/o
meticilina, para poder investigar si estos homologos podrian ser una solucion
ante el importante problema de resistencias. Los resultados obtenidos se
muestran en el Cuadro 3.3.

Se puede comprobar no obstante, que las CMIs de los homologos,
siendo inferiores a las de ciprofloxacino en las cepas resistentes, no mejoran

de manera significativa la actividad del compuesto de referencia.
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CMI (pg/ml)
Microorganismo
CIP  Metil-CIP Etil-CIP Propil-CIP Butil-CIP Pentil-CIP  Hexil-CIP
Escherichia coli ATCC 25922 0,001 <0,001 0,007 0,007 0,12 0,06 0,12
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 0,004 0,004 0,06 0,06 0,5 0,25 0,5
Enterobacter cloacae ATCC 13047 0,004 0,004 0,03 0,06 0,25 0,12 0,5
Enterobacter cloacae ATCC 23355 0,002 0,004 0,03 0,03 0,25 0,12 0,5
Klebsiella neumoniae ATCC 18883 0,007 0,004 0,015 0,06 0,25 0,12 0,5
Serratia marcescens ATCC 8100 0,004 0,004 0,06 0,06 0,5 0,25 1
Citrobacter freundii ATCC 8090 <0,001 <0,001 0,007 0,007 0,06 0,03 0,12
Shigella flexneri ATCC 12022 0,004 0,002 0,007 0,015 0,25 0,06 0,12
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721 0,06 0,25 0,5 1 8 4 16
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606 0,5 0,03 0,12 0,25 1 0,5 4
Proteus vulgaris ATCC 13315 0,06 0,004 0,03 0,06 0,25 0,25 0,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0,004 0,004 0,06 0,06 0,5 0,25 1
Morganella morganii NCTC 235 <0,001 <0,001 0,015 0,015 0,12 0,06 0,12
Yersinia enterocolitica CECT 559 0,25 0,015 0,25 0,12 4 2 4
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,25 0,015 0,06 0,06 0,5 0,25 0,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,5 0,015 0,06 0,12 0,5 0,25 0,5
Staphylococcus epidermidis ATCC 144990 0,12 0,007 0,03 0,06 0,25 0,25 0,25
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 0,12 0,015 0,03 0,12 0,5 0,25 0,5
Sarcina lutea ATCC 9341A 0,06 0,004 0,015 0,03 0,12 0,06 0,25
Bacillus subtillis ATCC 1904E 0,03 0,004 0,015 0,03 0,12 0,06 0,12
Bacilus cereus HLF 55 0,12 0,015 0,06 0,12 0,5 0,12 0,5
Media geométrica 0,020 0,006 0,035 0,054 0,368 0,182 0,512
Valor maximo 0,5 0,25 0,5 1 8 4 16
Valor minimo 0,001 0,001 0,007 0,007 0,06 0,03 0,12

Cuadro 3.1. CMIs de la serie 4 ’N-alquilciprofloxacino para las cepas de referencia ensayadas.
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CMI (pg/ml)
Microorganismo
CIP Metil-CIP Etil-CIP Propil-CIP Butil-CIP
Staphylococcus Cip® SE-104 216 16 16 16 216
Staphylococcus aureus Cip"M® SaMR-10 >16 8 4 8 >16
Streptococcus faecium SF-1 216 16 16 16 216
Streptococcus faecium SF-2 >16 16 16 16 >16
Streptococcus faecium SF-4 216 16 16 8 216
Streptococcus faecalis SD-1 0,5 1 0,5 1 2
Streptococcus faecalis SD-2 0,5 1 0,5 1 2
Streptococcus viridans SV-1 0,5 1 0,5 1 2
Streptococcus viridans SV-2 0,5 1 0,5 1 2
Streptococcus viridans SV-3 1 2 2 4 4
Streptococcus viridans SV-4 1 2 2 4 4
Streptococcus agalactiae 0,25 0,06 0,06 0,12 0,25
Staphylococcus aureus ATCC 6558-P 0,12 0,06 0,03 0,06 0,12
Staphylococcus aureus ATCC 29213 0,25 0,06 0,06 0,12 0,12
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,25 0,06 0,06 0,12 0,25
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,5 1 0,5 1 2
Bacilus subtilis ATCC 12432 0,03 0,015 0,03 0,06 0,06
Bacilus pumilus ATCC 14884 0,25 0,03 0,03 0,06 0,06
Media geométrica 0,958 0,783 0,621 1,025 1,514
Valor maximo 16 16 16 16 16
Valor minimo 0,03 0,015 0,03 0,06 0,06

Cip®: cepa resistente a ciprofloxacino; M®: cepa resistente a meticilina

Cuadro 3.2. CMI de la serie 4’N-alquilciprofloxacino para los microorganismos

Gram positivos.
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Microorganismo

CMI (pg/ml)

CIP Metil-CIP Etil-CIP Propil-CIP Butil-CIP

Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,25 0,06 0,06 0,12 0,25
Staphylococcus capitis SE-83 0,25 0,12 0,12 0,25 0,5
Staphylococcus lugaunensis SE-93 0,12 0,06 0,06 0,12 0,25
Staphylococcus warnerii SE-94 0,12 0,06 0,06 0,12 0,25
Staphylococcus haemoliticus SE-95 0,25 0,06 0,06 0,12 0,25
Staphylococcus saprofiticus SP-1 1 0,5 0,5 1 2
Staphylococcus saprofiticus SP-2 0,25 0,25 0,25 0,5 1
Staphylococcus epidermidis SEM-90 2 1 0,5 0,25 4
Staphylococcus epidermidis SEM-91 2 1 0,5 0,25 2
Staphylococcus epidermidis SEM-93 0,5 0,5 0,5 1 1
Streptococcus faecium SF-4 64 32 32 64 128
Staphylococcus Cip® SE-103 32 32 16 32 64
Staphylococcus Cip® SE-104 32 32 16 32 32
Staphylococcus Cip® SE-105 32 32 32 32 64
Staphylococcus haemoliticus Cip*MR SE-90 16 8 2 8 16
Staphylococcus hominis Cip*MR SE-92 256 32 16 32 64
Staphylococcus haemoliticus Cip*M® SE-97 256 16 32 64 128
Staphylococcus epidermidis Cip"M® SEMR-92 64 32 16 64 128
Staphylococcus aureus Cip"M® SaMR-10 16 8 4 8 32
Staphylococcus aureus Cip"M® SaMR-11 16 8 4 8 32
Staphylococcus aureus Cip"M® SaMR-14 16 8 4 8 32
Media geométrica 4,547 2,116 1,521 2,761 6,783
Valor maximo 256 32 32 64 128
Valor minimo 0,12 0,06 0,06 0,12 0,25

Cip®: cepa resistente a ciprofloxacino; M®: cepa resistente a meticilina

Cuadro 3.3. CMI de la serie 4 ’N-alquilciprofloxacino para los microorganismos

Gram positivos.
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En conjunto y teniendo en cuenta los estudios previos (286), estos
resultados preliminares han definido tanto la serie de compuestos a ensayar
como los géneros mas representativos que puedan dar informacién general
acerca de la actividad de estas sustancias. De esta forma, las sustancias en

estudio son:

> Homodlogos de la serie 4’N-alquilciprofloxacino (serie A): desde el

compuesto con un grupo metilo hasta el derivado con un radical

butilo.

» Homodlogos de la serie 3’metil.4’N-alquilciprofloxacino (Serie B):

desde el derivado no sustituido hasta el hasta el compuesto con un

grupo butilo.

» Heterologos de referencia: grepafloxacino, ofloxacino, flume-

quino, esparfloxacino y sarafloxacino.

Los géneros microbianos seleccionados son:

Escherichia coli
» Gram negativos | Acinetobacter calcoaceticus
Achromobacter spp.

Moraxella catarrhalis

Staphylococcus aureus
» Gram positivos | Staphylococcus coagulasa negativos
Enterococcus faecalis

Streptococcus pneumoniae
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3.1.2. Microorganismos Gram negativos

3.1.2.1. Escherichia coli

Los resultados del ciprofloxacino y de los compuestos de las series
homologas y de la serie de los heter6logos sobre 20 cepas de Escherichia coli
se resumen en el Cuadro 3.4. Este cuadro permite comparar los principales

parametros de actividad de cada una de las quinolonas ensayadas.

Intervalo de

Serie Quinolona CMI;, CMIl,, Moda MG

CMI
CIP 0,004 - 0,5 0,007 0,25 0,007 0,014
) Metil-CIP 0,015-0,5 0,03 0,25 0,015 0,041
Homologos
4’N-alquil-  gtjl-CIp 0,007 - 0,5 0,015 025 0,015 0,029
ciprofloxacino
Propil-CIP 0,03-1 0,06 0,5 0,06 0,090
Butil-CIP 0,12-4 0,25 1 0,12 0,343
97-100 0,004 - 0,5 0,007 0,25 0,007 0,017
97-101 0,007 - 1 0,03 0,5 0,015 0,043
Homologos
3’metil,4’N-alquil- 97-102 0,03-1 0,06 1 0,03 0,087
ciprofloxacino
97-103 0,06 -2 0,12 2 0,12 0,187
97-104 0,12-4 0,25 2 0,12 0,321
GRX 0,002 - 0,5 0,015 0,5 0,015 0,025
Heterdlogos OFX 0,015-0,5 0,03 0,5 0,03 0,063
FLQ 0,25-16 0,5 8 0,5 0,968

MG: Media geométrica; CMIsy: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly,: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.4. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Escherichia coli (n=20).
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A la luz de los resultados se puede comprobar que solo el 97-100
presenta parametros muy similares a los del ciprofloxacino. El resto de
homologos muestran valores superiores a los del patrén, de forma que la
diferencia aumenta con la lipofilia. Es decir, la actividad de los homologos
disminuye al aumentar su lipofilia. Tampoco ningin compuesto heterologo

muestra un aumento de actividad significativo con respecto al ciprofloxacino.

En el Cuadro 3.5 se puede observar la concordancia existente entre las
CMIs de los compuestos homodlogos y heterologos estudiados y el
ciprofloxacino para las 20 cepas ensayadas de E. coli. Si se consideran los
resultados cepa a cepa se aprecia que los derivados 4’N-metil, 4’N-
etilciprofloxacino, 97-100 y 97-101 presentan valores de CMI cercanos a los
del ciprofloxacino, lo que indica una actividad muy similar a la del patron.
De hecho, las CMIs se sitiian entre una dilucion menor a dos diluciones log,
mayor que las CMlIs del ciprofloxacino. El resto de los compuestos
homologos presentan valores de CMI una o mas diluciones superiores a las
del ciprofloxacino, por lo que se puede afirmar que su actividad es inferior.

Respecto a los heterdlogos, el grepafloxacino presenta una actividad
muy similar a la del patron, el ofloxacino muestra una actividad ligeramente
inferior y el flumequino es la quinolona menos activa de todas las estudiadas

puesto que sus CMIs son siempre tres o mas diluciones mayores.

En la Figura 3.1 se representa graficamente la distribucion de las
CMIs de las quinolonas estudiadas en las 20 cepas ensayadas de E. coli. Esta
figura permite comparar los resultados de las dos series homologas y de los
heterdlogos con los del ciprofloxacino. Se puede observar que los primeros
compuestos de cada serie, es decir, los menos lipéfilos, presentan una

distribucion de CMI mas parecida a la del patron; mientras que los demas
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compuestos se desplazan hacia la derecha, lo que indica mayor valor de CMI

0 menor actividad.

En la Figura 3.2, se representan los porcentajes acumulados de la CMI

de cada uno de los compuestos en las 20 cepas de E. coli.

Nimero de cepas
Serie Quinolona mismo
-1 log, resultado +1 logy +2 log, +3 log, +4 log, +5 log, +6 log, +7 log,
Metil-CIP 1 0 5 14
Homoélogos Etil-CIP 2 1 11 6
4’N-alquil-
ciprofloxacino oy copp 2> 0 3 13 2
Butil-CIP 2 0 0 5 10 1
97-100 16 3 0 1
97-101 1 2 7 9 1
Homologos
3’metil,
4'N-alquil- 97-102 2 4 14
ciprofloxacino
97-103 2 3 14 1
97-104 2 1 3 14
GRX 6 9 5
Heterdlogos OFX 2 1 9 8
FLQ 2 0 0 12 6

Cuadro 3.5. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Escherichia coli (n=20).
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Figura 3.1. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 20 cepas de

Escherichia coli.



Resultados 139

4 )
100% -
o 80% -
kS afuC P
S 60% -
E —=— Metil-CIP
& 40% 1 —a—Etil-CIP
= 20% - Propil-CIP
—e+—Buti-CIP
0% 1  ——
0,0010,0040,015 0,06 0,25 1 4 16 64
CMI (ug/ml)
100% - x
a—pmC|P
80% - C
3 —=—97-100
3 60% - —+—97-101
5 5 97-102
< A% —+—97-103
= 20% —e—97-104
0% A
0,0010,0040,015 0,06 0,25 1 4 16 64
CMI (pg/ml)
100% -
o 80%
-]
= 60%
g ——
=1
2 40% - — & GRX
= 20% —+—OFX
FLQ
0%
0,0010,0040,015 0,06 0,25 1 4 16 64
CMI (ug/ml)
N J

Figura 3.2. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en 20

cepas de Escherichia coli.
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3.1.2.2. Acinetobacter calcoaceticus

Los resultados del ciprofloxacino, de los compuestos de las dos series
homodlogas y de la serie de los heterdlogos sobre 20 cepas de Acinetobacter
calcoaceticus se resumen en el Cuadro 3.6. Este cuadro presenta los

principales parametros de actividad de cada una de las quinolonas ensayadas.

Intervalo de

Serie Quinolona CMI CMIls, CMlIly,y Moda MG
CIP 0,12 -2 0,5 0,5 0,5 0,378
Metil-CIP 0,03 - 0,06 0,06 0,06 0,06 0,046
Homologos
4’N-alquil- Etil-CIP 0,06 - 0,12 0,12 0,12 0,12 0,091
ciprofloxacino
Propil-CIP 0,12-0,25 0,25 0,25 0,25 0,208
Butil-CIP 0,5-1 0,5 1 0,5 0,660
97-100 0,06 - 0,25 0,25 0,25 0,25 0,180
97-101 0,06 - 0,12 0,06 0,12 0,06 0,071
Homologos
3’metil,4’N-alquil- 97-102 0,12-0,25 0,12 0,25 0,12 0,161
ciprofloxacino
97-103 0,25-0,5 0,25 0,5 0,5 0,354
97-104 0,5-1 0,5 1 1 0,707
GRX 0,015-0,12 0,06 0,12 0,12 0,058
Heterologos OFX 0,25-0,5 0,25 0,5 0,5 0,354
FLQ 1-2 1 1 1 1,072

MG: Media geométrica; CMlIsy: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMl,: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.6. Pardametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Acinetobacter calcoaceticus (n=20).
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Todos los elementos homoélogos de ambas series, a excepcion de 4°N-
butilciprofloxacino y 97-104, presentan parametros inferiores a los del
patron. Si la atencion se centra en la media geométrica, conviene destacar los
derivados 4’N-metilciprofloxacino y 97-101 cuyo valor es 8,31 y 5,30 veces
inferior al del ciprofloxacino, respectivamente. También otros homologos
presentan valores de media geométrica inferiores a la del patron: en 4’N-
etilciprofloxacino es 4,16 veces inferior y 97-102, 97-100 y 4’N-propilcipro-
floxacino son aproximadamente la mitad (2,35, 2,10 y 1,82 veces menor,
respectivamente). Respecto a los heterologos, solo el grepafloxacino muestra

mayor actividad que el patron, con una media geométrica 6,52 veces inferior.

En el Cuadro 3.7 se observa la concordancia de las CMIs entre los
compuestos estudiados y el ciprofloxacino para las 20 cepas de Acinetobacter
calcoaceticus. Destaca que los compuestos con un grupo metil, etil y propil
de la serie 4’N-alquilciprofloxacino y los derivados 97-100, 97-101 y 97-102
de la serie 3’metil,4’N-alquilciprofloxacino, presentan valores de CMI
inferiores a los del ciprofloxacino. De hecho, la mayoria de las cepas difieren
mas de 1 log, siempre inferior, e incluso se obtienen CMIs 3 y 4 log,
inferiores en el derivado 4’N-metilado de ambas series. El resto de los
compuestos homologos, 4’N-butilciprofloxacino, 97-103 y 97-104, presentan
valores de CMI una o dos diluciones superior o inferior a las del patron.
Respecto a los heter6logos, se observa que el grepafloxacino presenta una
actividad superior a la del ciprofloxacino, si bien es inferior a la de los
derivados metilados de ambas series. El ofloxacino muestra una actividad

igual y el flumequino es la quinolona menos activa de todas las estudiadas.

En la Figura 3.3 se representa la distribucion de las CMIs de las

quinolonas estudiadas en las 20 cepas ensayadas de A. calcoaceticus. Se
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observa que los dos primeros compuestos de cada serie, presentan una
distribucion de CMI muy inferior a la del patron, mientras que en los demas
compuestos ésta se solapa con la de aquél. Solo el ultimo derivado de cada

serie homologa se situa ligeramente desplazado a la derecha del patron.

En la Figura 3.4 se representan los porcentajes acumulados de la CMI
de cada uno de los compuestos en las 20 cepas de 4. calcoaceticus. En ella se

corroboran las conclusiones expuestas.

Nimero de cepas
Serie Quinolona mismo
-4 log, -3 log, -2 log; -1 log, resultado +1 log, +2 log, +3 log,
Metil-CIP 2 16 2
Homologos  Etjl-CIP 2 16 2
4’N-alquil-
ciprofloxacino pyqpil-CIP 2 13 S
Butil-CIP 5 14 1
97-100 2 17 1
-101 1 12 1
Homblogos 97-10 6
3’metil,
4’N-alquil- 97-102 5 14 !
rofl .
ciprofloxacino 97-103 3 16 1
97-104 3 16 1
GRX 13 7
Heterdlogos OFX 3 16 1
FLQ 11 8 1

Cuadro 3.7. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Acinetobacter calcoaceticus (n=20).
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Figura 3.3. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 20 cepas de

Acinetobacter calcoaceticus.
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Figura 3.4. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en 20

cepas de Acinetobacter calcoaceticus.
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3.1.2.3. Achromobacter spp.

Los resultados del ciprofloxacino, de los compuestos de las dos series
homologas y de la serie de los heter6logos sobre 18 cepas de Achromobacter
spp. se resumen en el Cuadro 3.8, que permite comparar los principales

parametros de actividad de cada una de las quinolonas ensayadas.

Intervalo de

Serie Quinolona CMI CMIls, CMlIly,y Moda MG
CIP 1-4 2 4 4 2,619
Metil-CIP 1-4 2 4 2 2,245
Homblogos
4’N-alquil- Etil-CIP 0,5-8 2 8 2 2,828
ciprofloxacino
Propil-CIP 1-8 4 8 4 4,666
Butil-CIP 2-32 16 32 16 12,699
97-100 1-4 2 4 1 1,852
97-101 1-8 4 8 4 4,320
Homblogos
3’metil,4’N-alquil- 97-102 2-16 8 16 8 8,314
ciprofloxacino
97-103 4-32 16 32 16 18,665
97-104 4-64 32 64 64 33,256
GRX 0,5-4 2 4 2 2,333
Hetero6logos OFX 1-16 4 16 2 4,000
FLQ 8-64 32 64 32 34,562

MG: Media geométrica; CMIsy: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.8. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Achromobacter spp. (n=18).
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Los dos primeros elementos de cada serie homodloga presentan
parametros similares a los del ciprofloxacino. No obstante, la media
geométrica de los derivados 4’N-metilciprofloxacino y 97-100 muestran
valores ligeramente inferiores (1,17 y 1,41 veces menor, respectivamente) al
del ciprofloxacino. 4’N-etilciprofloxacino presenta valores muy similares a

los del patron y el resto de elementos homoélogos muestran peor actividad.

En el Cuadro 3.9 se presenta la concordancia de las CMlIs entre los
compuestos estudiados y el ciprofloxacino para las 18 cepas utilizadas de
Achromobacter spp. Destacan los primeros compuestos de ambas series
homologas por su mayor actividad, ya que la mayoria de las cepas presentan
igual resultado 6 1 6 2 log, inferiores a ciprofloxacino. Los derivados 4’N-
etil, 4’N-propilciprofloxacino, 97-101 y 97-102 tienen la misma actividad. El
resto de los compuestos homologos presentan valores de CMI varias
diluciones superiores a las de ciprofloxacino. En cuanto a los heterélogos, el
grepafloxacino presenta una actividad muy similar a la del ciprofloxacino. De
igual modo, la actividad del ofloxacino coincide con la del patron si se utiliza
un criterio de £2 logy, pero es algo inferior con un criterio mas estricto.

Flumequino es menos activo y muestra una actividad similar a la del 97-104.

En la Figura 3.5 se representa la distribucion de las CMIs de las
quinolonas estudiadas en las 18 cepas de Achromobacter spp. Las curvas en
esta figura se encuentran mas desplazadas a la derecha que en anteriores
microorganismos, es decir las CMIs son mas elevadas en conjunto. Por otra
parte, todos los homologos presentan una distribucion de CMI muy similar a
la del patron, a excepcion de los derivados mas lipofilos (97-103, 97-104 y
4’N-butilciprofloxacino) cuyas distribuciones se desplazan a la derecha.

Respecto a los heterélogos, tanto el grepafloxacino como el ofloxacino
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muestran una distribucion muy similar a la del patron, mientras que el

flumequino se sitia muy a la derecha del resto de compuestos.

En la Figura 3.6 se representan los porcentajes acumulados de la CMI
de cada compuesto en las 18 cepas de Achromobacter spp. Se comprueba, de
nuevo, que 4’N-metil y 4’N-etilciprofloxacino se asemejan al ciprofloxacino.
Los compuestos mas lipofilos de esta serie, con una distribucion mas sesgada
a la derecha, confirman su menor actividad. En la serie 3 metil,4’N-alquilci-

profloxacino so6lo el compuesto 97-100 se encuentra a la izquierda del patrén.

Numero de cepas
Serie Quinolona 2 log, -1 log, rensﬁggo +1 log, +2 log, +3 log, +4 log, +5 log,
Metil-CIP 1 3 13 1
Homologos  Etil-CIP 4 8 6
4°N-alquil-
ciprofloxacino Propil-CIP 5 11 2
Butil-CIP 3 7 8
97-100 9 9
Homologos 97-101 ! 4 12 :
st 9102 I
ciprofloxacino 97-103 5 11 2
97-104 3 2 11 2
GRX 4 13 1
Heterdlogos OFX 10 5 3
FLQ 1 3 13 1

Cuadro 3.9. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Achromobacter spp. (n=18).
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Figura 3.5. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 18 cepas de

Achromobacter spp.
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Figura 3.6. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en 18

cepas de Achromobacter spp.
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3.1.2.4. Moraxella catarrhalis

Los resultados del ciprofloxacino, de los compuestos de las dos series
homologas y de la serie de los heter6logos sobre 20 cepas de Moraxella
catarrhalis se resumen en el Cuadro 3.10. Este cuadro permite comparar los

principales parametros de actividad de cada una de las quinolonas ensayadas.

Intervalo de

Serie Quinolona CMI;y, CMly,y Moda MG

CMI

CIP 0,015 - 0,25 0,03 0,06 0,03 0,037
Metil-CIP 0,007 - 0,12 0,015 0,03 0,015 0,021

Homologos
4’N-alquil Etil-CIP 0,015-0,12 0,03 0,06 0,03 0,033

ciprofloxacino

Propil-CIP 0,03 - 0,25 0,06 0,12 0,06 0,062
Butil-CIP 0,06 - 0,5 0,12 0,25 0,12 0,126
97-100 0,015 -0,25 0,03 0,06 0,03 0,035
97-101 0,015-0,12 0,03 0,06 0,015 0,029

Homologos
3’metil, 4’N-alquil- 97-102 0,015 -0,25 0,06 0,12 0,06 0,054

ciprofloxacino

97-103 0,03-0,5 0,06 0,12 0,03 0,060
97-104 0,06 - 1 0,12 0,25 0,06 0,121
GRX 0,007 - 0,12 0,007 0,03 0,007 0,014
OFX 0,03-0,5 0,06 0,12 0,06 0,082

Heterologos
SAR 0,015 - 0,25 0,03 0,06 0,03 0,038
SPA 0,004 - 0,12 0,007 0,03 0,007 0,011

MG: Media geométrica; CMI5y: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.10. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Moraxella catarrhalis (n=20).
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Aunque los dos primeros elementos de cada serie presentan
parametros muy similares a los del patrdn, si se atiende a la media geomé-
trica, los derivados 4’N metilados muestran mejor actividad, ya que ésta es

exactamente 1,76 (4’N-metilciprofloxacino) y 1,28 (97-101) veces menor.

En el Cuadro 3.11 se presenta el comportamiento cepa a cepa, y con
ello, la concordancia de las CMIs entre los compuestos estudiados para las 20
cepas de M. catarrhalis. Destaca que los dos derivados mas hidréfilos de
ambas series presentan para la mayoria de las cepas la misma CMI o bien uno
o dos log, inferior a la del patron. 4’N-propilciprofloxacino, 97-102 y 97-103
poseen la misma actividad. Los dos compuestos mas lipdfilos, 4’N-
butilciprofloxacino y 97-104, exhiben una actividad similar o inferior a la del
ciprofloxacino, puesto que la mayoria de CMIs son dos diluciones log,
superiores a las de aquél. Respecto a los heterdlogos, el grepafloxacino, el
sarafloxacino y el esparfloxacino presentan una actividad superior a la del
ciprofloxacino. La quinolona mas activa es el esparfloxacino, en la que las
CMIs de 11 cepas son dos diluciones inferiores a las del patron. El ofloxacino

presenta un ambito de CMIs muy similar al del ciprofloxacino.

En la Figura 3.7 se representa la distribucion de las CMIs de las
quinolonas estudiadas en las 20 cepas de M. catarrhalis. En este caso, todos
los homologos presentan distribuciones similares a la del patron. Unicamente
destaca el 4’N-metilciprofloxacino cuya distribucion esta desplazada a la
izquierda y los derivados mas lip6filos que se sitlian a la derecha del patron.
Respecto a los heterdlogos, el grepafloxacino y el esparfloxacino, presentan
distribuciones a valores muy inferiores al ciprofloxacino, el sarafloxacino es
similar y el ofloxacino es el heterdlogo con menor actividad, si bien del

mismo orden que la del patron.
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En la Figura 3.8 se representa los porcentajes acumulados de la CMI

de cada compuesto en las 20 cepas de M.

catarrhalis. Los compuestos mas

activos son grepafloxacino y esparfloxacino, seguido de 4’N metilciprofloxa-

cino que es el homologo mas activo. El 97-101 también presenta una

actividad ligeramente superior a la del ciprofloxacino, mientras que 97-100,

4’N-etilciprofloxacino y sarafloxacino se

elementos poseen una actividad inferior.

asemejan al patron. Los demads

Nimero de cepas
Serie Quinolona mismo
-4 log, -3 log, -2 log, -1 log, resultado +1 log, +2 log, +3 log,
Metil-CIP 2 12 6
Homologos  gti]-CIP 1 2 16 1
4’N-alquil-
ciprofloxacino propil-CIP 1 4 14 1
Butil-CIP 1 4 15
97-100 1 1 17 1
Homélogos 97-101 1 6 12 1
3’metil,
4 N-alquil- 07192 bl ! et
ciprofloxacino 97-103 1 5 13 1
97-104 1 5 13 1
GRX 1 7 10 2
OFX 1 15 4
Heterdlogos
SAR 1 1 14 4
SPA 1 1 11 5 2

Cuadro 3.11. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Moraxella catarrhalis (n=20).
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Figura 3.7. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 20 cepas de

Moraxella catarrhalis.




Resultados 154

4 I
100% - P
o 80% -
3 )
E 60% - —=— Metil-CIP
5 40% —a—FEtil-CIP
S Propil-CIP
20% - —+—Butil-CIP
0% +— e
0,0010,004 0,015 0,06 0,25 1 16 64
CMI (ug/ml)
100% - 2
o 80% - ==CIP
B —=—97-100
E 60% - —a—97-101
§ 40% - 97-102
3 —+—97-103
20% + —e—97-104
0% &4 b
0,001 0,004 0,015 0,06 0,25 1 16 64
CMI (ug/ml)
N
/
100% -
80% -
] (P
é 60% | —a— GRX
S —a—OFX
2 40% -
- —x— SAR
© 20% | —e—SPA
0% - Y’ : EE—
0,001 0,004 0,015 0,06 0,25 1 16 64
Y CMI (ug/ml) y

Figura 3.8. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en 20

cepas de Moraxella catarrhalis.
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3.1.3. Microorganismos Gram positivos

3.1.3.1. Staphylococcus aureus

Los resultados del ciprofloxacino y de los compuestos de las series
homologas y de la serie de los heterdélogos sobre 20 cepas de Staphylococcus
aureus se detallan en el Cuadro 3.12. Este cuadro permite comparar los

principales pardmetros de actividad de cada una de las quinolonas ensayadas.

Intervalo de

Serie Quinolona CMIls, CMlIly,, Moda MG

CMI
CIp 0,25-0,5 0,25 0,5 0,25 0,305
Metil-CIP 0,06 - 0,12 0,06 0,12 0,06 0,071
Homblogos
4’N-alquil- Etil-CIP 0,06 - 0,12 0,06 0,12 0,06 0,066
ciprofloxacino
Propil-CIP 0,12 - 025 0,12 0,25 0,12 0,138
Butil-CIP 0,25-0,5 0,25 0,5 0,25 0,305
97-100 0,12-0,5 0,25 0,25 0,12 0,188
97-101 0,06 - 0,25 0,12 0,12 0,12 0,105
Homologos
3’metil,4’N-alquil- 97-102 0,12 -0,25 0,12 0,25 0,12 0,143
ciprofloxacino
97-103 0,12-0,5 0,12 0,25 0,12 0,176
97-104 0,25-0,5 0,25 0,5 0,25 0,337
GRX 0,03-0,12 0,06 0,12 0,06 0,073
Heterdlogos OFX 0,25-1 0,5 1 0,5 0,276
FLQ 1-2 1 2 1 1,179

MG: Media geométrica; CMlIsy: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.12. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Staphylococcus aureus (n=20).
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Todos los elementos de ambas series presentan parametros similares o
inferiores a los del ciprofloxacino. Si se considera la media geométrica, todos
los compuestos, a excepcion de los derivados butilicos que tienen el mismo
resultado, muestran un valor inferior al del patron. En concreto para 4’N-
metil, 4’N-etil y 4’N-propilciprofloxacino es 4,31, 4,60 y 2,21 veces menor a
la del ciprofloxacino, respectivamente. De la serie homodloga 3’metil, 4’ N-
alquilciprofloxacino: 97-100, 97-101, 97-102 y 97-103, muestran una media

geométrica 1,62, 2,89, 2,13 y 1,73 veces inferior al patron, respectivamente.

El Cuadro 3.13 muestra la concordancia de las CMIs para las 20 cepas
estudiadas de S. aureus. Todos los homologos presentan valores de CMI
iguales o inferiores a los del ciprofloxacino y sélo el derivado 97-104 tiene
tres cepas a una dilucion log, mayor al patron. Conviene sefialar que la
mayoria de cepas presentan CMIs 1, 2 6 3 diluciones log, inferiores a las del
ciprofloxacino, a excepcion de los dos derivados butilicos cuyas CMIs
coinciden. Respecto a los heterdlogos, el grepafloxacino tiene una actividad
superior a la del ciprofloxacino pues la mayoria de CMIs se situan entre una
y tres diluciones log, inferiores. La actividad del ofloxacino es ligeramente
superior y el flumequino es la quinolona menos activa pues presenta la

mayoria de CMIs dos diluciones superiores a las del ciprofloxacino.

En la Figura 3.9 se representa graficamente la distribucion de las
CMlIs de las quinolonas en las 20 cepas de S. aureus estudiadas. Todos los
homologos presentan una distribucion desplazada a la izquierda de la del
patron, a excepcion de los dos compuestos butilicos, cuya distribucion es
igual. Respecto a los heter6logos, se observa que el grepafloxacino tiene una
distribucion a valores inferiores al patron, la del ofloxacino es similar y la del

flumequino, se encuentra desplazada a la derecha.
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En la Figura 3.10, se representa los porcentajes acumulados de la CMI
de cada uno de los compuestos en las 20 cepas ensayadas de S. aureus. Los
compuestos mas activos son el grepafloxacino y el esparfloxacino, seguido
del 4’N-metilciprofloxacino que es el homologo mas activo. 4’N-etil, 4’N-
propilciprofloxacino, y los derivados 3’metil,4’N-alquilciprofloxacino
también son ligeramente mdas activos que el patrén, mientras que el
ofloxacino y los derivados butilicos muestran la misma actividad. El

flumequino es el unico compuesto con menor actividad que el ciprofloxacino.

Numero de cepas
Serle  Quinelonal | o 2logs -1 log; SN0 1 log, +21og, +3 log
Metil-CIP 1 19
Homologos  Etjl-CIp 3 17
4’N-alquil-
ciprofloxacino Propil-CIP 2 18
Butil-CIP 20
97-100 13 7
Homélogos 97-101 10 10
4’1’11-2?3}1- 97-102 2 17 1
ciprofloxacino 97-103 16 4
97-104 1 16 3
GRX 2 16 2
Heterdlogos OFX 3 17
FLQ 2 17 1

Cuadro 3.13. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Staphylococcus aureus (n=20).
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Figura 3.9. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 20 cepas de

Staphylococcus aureus.
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Figura 3.10. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en

20 cepas de Staphylococcus aureus.
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3.1.3.2. Staphylococcus coagulasa negativos

Los resultados obtenidos con el ciprofloxacino, sus homoélogos y los
heterdlogos seleccionados sobre 20 cepas de Staphylococcus coagulasa
negativos se resumen en el Cuadro 3.14. Se detallan también los principales

parametros de actividad de cada una de las quinolonas ensayadas.

Intervalo de

Serie Quinolona CMI CMIls, CMlIly,y Moda MG
CIP 0,12 -0,25 0,12 0,25 0,12 0,155
) Metil-CIP 0,06 - 0,12 0,12 0,12 0,12 0,108
Homologos
4'N-alquil- — Etjl.CIp 0,06 - 0,12 0,06 0,12 006 0,077
ciprofloxacino
Propil-CIP 0,12 - 025 0,12 0,25 0,12 0,134
Butil-CIP 0,25-0,5 0,25 0,5 0,25 0,277
97-100 0,06 - 0,12 0,12 0,12 0,12 0,112
97-101 0,06 - 0,12 0,12 0,12 0,12 0,098
Homologos
3’metil,4’N-alquil- 97-102 0,12 -0,25 0,12 0,25 0,12 0,144
ciprofloxacino
97-103 0,12-0,5 0,25 0,5 0,25 0,258
97-104 0,25-1 0,5 1 0,5 0,518
GRX 0,03 -0,12 0,03 0,12 0,03 0,046
OFX 0,25-0,5 0,25 0,25 0,25 0,268
Heterologos FLQ 4-8 4 8 4 4,438
SAR 0,12-0,25 0,12 0,25 0,12 0,139
SPA 0,06 - 0,25 0,06 0,12 0,06 0,074

MG: Media geométrica; CMlI5y: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly,: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.14. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en los Staphylococcus coagulasa negativos (n=20).
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Los homologos presentan parametros similares o inferiores a los del
ciprofloxacino. En cuanto a la media geométrica, todos los derivados (a
excepcion de 4’N-butilciprofloxacino, 97-103 y 97-104) muestran un valor
inferior al del patron. Destacan 4’N-etilciprofloxacino y 97-101 con medias

geométricas 2,03 y 1,59 veces inferiores, respectivamente.

En el Cuadro 3.15 se observa la concordancia de las CMIs entre los
compuestos ensayados para las 20 cepas de SCN. Se comprueba que todos
los homologos presentan valores de CMI iguales o inferiores a los del patrén,
a excepcion de los derivados mas lipofilos (4’N-butilciprofloxacino, 97-103 y
97-104) en los que la mayoria de las CMIs son iguales o una o dos diluciones
log, superiores a las del ciprofloxacino. Respecto a los heterdlogos, para el
grepafloxacino y el esparfloxacino, la mayoria de CMIs se sitian entre una y
tres diluciones log; inferiores. El ofloxacino y el sarafloxacino practicamente
tienen la misma actividad que el patrén y flumequino es la quinolona menos

activa, con CMIs cuatro y cinco diluciones log, superiores al ciprofloxacino.

En la Figura 3.11 se representa la distribucion de las CMIs de las
quinolonas en las 20 cepas de SCN. El 4’N-etilciprofloxacino es el homologo
con una distribucion mas desplazada a la izquierda. El resto muestran una
distribucion muy cercana a la del ciprofloxacino, a excepciéon de los
compuestos mas lipéfilos que se situan a la derecha del patron. Respecto a los
heterdlogos, el grepafloxacino y el esparfloxacino presentan una distribucion
inferior a la del patrén, mientras que las del ofloxacino y sarafloxacino son

similares y la del flumequino desplazada muy a la derecha del ciprofloxacino.

En la Figura 3.12 se representa los porcentajes acumulados de la CMI

de cada uno de los compuestos en las 20 cepas ensayadas de SCN. Los
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compuestos mas activos son los heterdlogos grepafloxacino y esparfloxacino,
seguidos de 4’N etilciprofloxacino y 97-101 que son los derivados
homologos més activos. Los compuestos 4’N-metilciprofloxacino, 97-100,
4’N-propilciprofloxacino, sarafloxacino y 97-102 son también ligeramente
mas activos que ciprofloxacino. El ofloxacino, 4’N-butilciprofloxacino, 97-
103 y 97-104 tienen menor actividad que el patrén. Flumequino es, con

diferencia, el compuesto con menor actividad de los estudiados.

Nimero de cepas
Serie Q“ln‘)l"“a_3 logy-2 logy-1 logzrgjlslﬁalgoﬂ log,+2 log,+3 log,+4 log,+5 log,
Metil-CIP 10 10
Homélogos g1 cyp 314 3
4°N-alquil-
ciprofloxacino Propil-CIP 4 16
Butil-CIP 4 16
97-100 9 11
Homologos 97-101 2 9 9
4%‘_2;’2&’11_ 97-102 4 14 2
ciprofloxacino g;_; 3 6 14
97-104 6 14
GRX 4 9 5 2
OFX 5 15
Heter6logos FLQ 4 16
SAR 4 15 1
SPA 4 13 3

Cuadro 3.15. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI
del ciprofloxacino en los Staphylococcus coagulasa negativos (n=20).
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Figura 3.11. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 20 cepas de

Staphylococcus coagulasa negativos.
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Figura 3.12. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en

20 cepas de Staphylococcus coagulasa negativos.



Resultados 165

3.1.3.3. Enterococcus faecalis

Los resultados del ciprofloxacino, de los compuestos pertenecientes a
las dos series homodlogas y a la serie de los heterdlogos sobre 20 cepas de
Enterococcus faecalis se presentan en el Cuadro 3.16, para facilitar la

comparacion de los principales parametros de actividad de las sustancias

ensayadas.
. . Intervalo de

Serie Quinolona CMI CMI;y, CMl,, Moda MG
CIp 0,25-1 0,5 1 0,5 0,637
. Metil-CIP 0,25-1 0,5 1 1 0,660

Homblogos
4’N-alquil-  Ejl-CIP 0,25-1 0,5 1 1 0,683

ciprofloxacino

Propil-CIP 0,5-2 1 2 1 1,110
Butil-CIP 1-4 2 4 2 2,144
97-100 0,12-1 0,5 1 1 0,637
97-101 0,25-1 1 1 1 0,758

Homologos
3’metil, 4’N-alquil- 97-102 0,25-2 1 2 1 1,035

ciprofloxacino

97-103 0,5-2 1 2 2 1,366
97-104 1-4 2 4 4 2,732
GRX 0,06 - 0,5 0,25 0,5 0,25 0,248
OFX 1-2 2 2 2 1,625
Heterologos FLQ 0,5-2 4 8 4 4,438
SAR 0,12-1 2 2 2 1,464
SPA 0,06 - 0,25 0,5 0,5 0,5 0,377

MG: Media geométrica; CMlIsy: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.16. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Enterococcus faecalis (n=20).
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Los dos primeros elementos de cada serie homodloga presentan
parametros similares a los del ciprofloxacino y el resto de elementos

homologos muestran peor actividad.

En el cuadro 3.17 se presentan los valores de concordancia para
facilitar el analisis de la actividad cepa a cepa de los compuestos ensayados
en E. faecalis. Todos los compuestos de ambas series homologas a excepcion
de los mas lipofilos (4’N-butilciprofloxacino, 97-103 y 97-104) presentan la
misma CMI o bien una dilucion log, superior o inferior a la del patron.
Respecto a los heterdlogos, se observa que el grepafloxacino y el
esparfloxacino presentan una actividad superior a la del ciprofloxacino. La
quinolona mads activa de entre las ensayadas es el grepafloxacino, en el que
las CMIs para 13 y 7 cepas son una o dos diluciones inferiores a las del
patron, respectivamente. El ofloxacino y el sarafloxacino presentan la
mayoria de las cepas a una o dos diluciones superiores a las del
ciprofloxacino. El flumequino es el compuesto menos activo, con las CMIs

entre dos y cuatro diluciones log, superiores a las del patron.

En la Figura 3.13 se representa graficamente la distribucion de las
CMIs de las quinolonas en las 20 cepas de E. faecalis. Los dos compuestos
mas hidrofilos de cada serie presentan una distribucion similar a la del
patron. El resto muestra una distribucion sesgada a la derecha del mismo.
Respecto a los heterdlogos, tanto el grepafloxacino como el esparfloxacino
muestran una distribucion algo desplazada a la izquierda de la del patron. Los

demads heterdlogos se sitian a la derecha del resto de compuestos.

En la Figura 3.14 se representan los porcentajes acumulados de la

CMI de cada uno de los compuestos en las 20 cepas de E. faecalis. Se
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comprueba, de nuevo, que los homologos 4’N-metil, 4’N-etilciprofloxacino,
97-100 y 97-101 se asemejan al patron. Los compuestos mas lipofilos, con
una distribucion mas sesgada a la derecha, confirman su menor actividad.

El grepafloxacino y el esparfloxacino son pues, los compuestos mas
activos de entre los estudiados para este microorganismo. Por otro lado, los
homologos 4’N-metilciprofloxacino, 4’N-etilciprofloxacino, 97-100 y 97-101

presentan una actividad similar al patrén. El resto son menos activos.

Nimero de cepas
Serie Quinolona -2 log, -1 log, ré?jlslﬁalgo +11log, +2log, +3log, +4log,
Metil-CIP 1 17 2
Homologos  Ejj_crp 18 2
4°N-alquil-
ciprofloxacino Propil-CIP 4 16
Butil-CIP 5 15
97-100 1 18 1
Homodlogos 97-101 15 5
4’1}2?;1}1- 97-102 6 14
ciprofloxacino ¢~_;03 18 )
97-104 18 2
GRX 7 13
OFX 1 11 8
Heter6logos FLQ 7 10 3
SAR 16 4
SPA 1 13 6

Cuadro 3.17. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Enterococcus faecalis (n=20).
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Figura 3.13. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 20 cepas de

Enterococcus faecalis.
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Figura 3.14. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en

20 cepas de Enterococcus faecalis.
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3.1.3.4. Streptococcus pneumoniae

En el Cuadro 3.18 se detallan los resultados del ciprofloxacino, de los
homologos y de los heterdlogos estudiados sobre 22 cepas de Streptococcus

pneumoniae. Se presentan asimismo los principales pardmetros de actividad

calculados.
. . Intervalo de
Serie Quinolona CMI CMI;y, CMl,, Moda MG
CIP 0,5-4 2 4 2 1,554
. Metil-CIP 0,12-4 1 4 0,25 0,801
Homologos
4'N-alquil- — Egjl-CIp 0,12-2 1 2 1 0,801
ciprofloxacino
Propil-CIP 0,25-4 1 4 1 1,287
Butil-CIP 1-8 4 8 4 3,311
97-100 0,25-2 1 2 1 1,032
97-101 0,25-2 1 2 1 0,882
Homodlogos
3’metil, 4’N-alquil- 97-102 0,25-4 1 4 0,5 1,171
ciprofloxacino
97-103 0,25-4 2 4 2 1,460
97-104 1-8 4 8 4 3,109
GRX 0,03-1 0,25 1 0,5 0,210
OFX 0,25-4 1 4 1 1,328
Heter6logos  FLQ 16 - >64 - - >64 >64
SAR 0,25-38 1 8 1 1,587
SPA 0,06 - 1 0,25 1 1 0,372

MG: Media geométrica; CMlI5y: Concentracion que inhibe el 50% de las cepas;
CMly,: Concentracion que inhibe el 90% de las cepas.

Cuadro 3.18. Parametros de la actividad antimicrobiana (ug/ml) de las sustancias

estudiadas en Streptococcus pneumoniae (n=22).
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A excepcion de 4’N-butilciprofloxacino y 97-104, los homdlogos
presentan parametros inferiores a los del ciprofloxacino. En concreto, la
media geométrica de los derivados 4’N-metil y 4’N-etilciprofloxacino es 1,94
veces menor que la del patron y 97-101, 1,76 veces inferior. El resto se
aproximan mas al ciprofloxacino. El grepafloxacino y el esparfloxacino,
presentan una media geométrica 7,40 y 4,18 veces menor que la del fArmaco

de referencia.

El Cuadro 3.19 presenta la concordancia de las CMIs entre los
compuestos homodlogos, heterdlogos y el ciprofloxacino para las 22 cepas
estudiadas de S. pneumoniae. Los dos primeros compuestos de ambas series
homologas presentan valores de CMI iguales o inferiores a los del
ciprofloxacino y la mayoria de CMIs estan entre una y dos diluciones log,
menores. Los derivados 4’N-propilciprofloxacino y 97-102, también son
ligeramente mads activos que el patron ya que solo una cepa presenta un valor
de CMI una dilucion superior a éste. En los homologos 97-103, 4°N-
butilciprofloxacino y 97-104 la mayoria de las CMIs son iguales o una o dos
diluciones log, superiores a las del ciprofloxacino. El grepafloxacino y el
esparfloxacino tienen una actividad superior a la del ciprofloxacino, puesto
que la mayoria de CMIs se sitian entre una y tres diluciones log, inferiores.
El ofloxacino y el sarafloxacino poseen practicamente la misma actividad que
el patron y el flumequino es la quinolona menos activa, con CMIs tan

elevadas que no se considera en los cuadros y tablas posteriores.

En la Figura 3.15 se representa graficamente la distribucion de las
CMIs de las sustancias ensayadas en las 22 cepas seleccionadas de S.
pneumoniae. Se observa que todos los elementos homodlogos, presentan una

distribucion desplazada a la izquierda del ciprofloxacino, a excepcion de los
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derivados butilicos que se sitian a la derecha del patron. Respecto a los
heterologos, el grepafloxacino y el esparfloxacino presentan una distribucion
de CMIs a valores inferiores a las del ciprofloxacino, mientras que el

ofloxacino y el sarafloxacino muestran una distribucién similar al mismo.

En la Figura 3.16 se representa los porcentajes acumulados de la CMI

de cada uno de los compuestos en las 22 cepas ensayadas de S. pneumoniae.

Nimero de cepas
Serie Quinolona 4logs 3logy 2log -1 log r;zflslf[zgo +1 log, +2 log,
Metil-CIP 9 4 8 1
Homoélogos  Etil-CIp 2 17 3
4’N-alquil-
ciprofloxacino propil-CIP 7 14 1
Butil-CIP 1 18
97-100 13 9
Homologos 97-101 2 14 0
4’§$T$’ﬂ- 97-102 10 ! :
ciprofloxacino 97-103 5 14 3
97-104 2 18
GRX 5 9 8
OFX 6 15 1
Heter6logos FLQ
SAR 6 3 3
SPA 5 6 1

Cuadro 3.19. Concordancia de las CMIs de las quinolonas estudiadas con la CMI

del ciprofloxacino en Streptococcus pneumoniae (n=22).
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Figura 3.15. Distribucion de la CMI de los compuestos estudiados en 22 cepas de

Streptococcus pneumoniae.
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Figura 3.16. Porcentaje acumulado de la CMI para las quinolonas estudiadas en

22 cepas de Streptococcus pneumoniae.
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Globalmente considerados, estos resultados sefialan al grepafloxacino
y al esparfloxacino como los compuestos de mayor actividad, seguidos de
4’N-metilciprofloxacino, 4’N-etilciprofloxacino y 97-101. Los compuestos
97-100, 97-102, 4’N-propilciprofloxacino, ofloxacino y 97-103 son también
ligeramente mas activos que ciprofloxacino. Por el contrario, sarafloxacino,
97-104 y 4’N-butilciprofloxacino tienen menor actividad y el flumequino es,

con diferencia, el compuesto menos activo.

3.2. CURVAS DE LETALIDAD EN Staphylococcus aureus ATCC
25923

3.2.1. Ciprofloxacino

Los valores de letalidad se han ajustado a los dos modelos cinéticos
posibles: mono y biexponencial. Sin embargo, s6lo se muestran los resultados
correspondientes al primero en aras a la brevedad ya que, desde el punto de
vista estadistico (AIC, prueba F Snedecor) es mucho mas adecuado. En la
Figura 3.17 se muestran las curvas de letalidad de S. aureus ATCC 25923 en
presencia de distintas concentraciones de ciprofloxacino. En la parte inferior
se muestran los pardmetros del ajustado conjunto de los datos acompafiados
de su error estandar, asi como los criterios de bondad del ajuste (coeficiente

de correlacion y suma de cuadrados).

Se ha procedido a un ajuste lineal entre los logaritmos naturales y el
tiempo, porque, de este modo, se estima directamente la constante de

letalidad como la pendiente y su precision como su error estdndar. Ello
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conlleva la transformacion de la variable dependiente lo cual favorece el
ajuste desde el punto de vista matematico al reducir el &mbito de valores.
Asimismo, se consigue transformarla en una variable de distribuciéon normal.

Se debe considerar, no obstante, que supone una ponderacion de los datos

equivalente a 1/y”.

—e— control
o— 1/4 CMI
—v— CMI
—— 4 CMI
=— 16 CMI
—8— 64 CMI
—&— 256 CMI

log ufc/ml

31 N¢x6=5,52-10°+1,08 ufc/ml

r*=0,9890
SC=1,9553
2 T T T ]
0 1 2 3 4

t(h)
Figura 3.17. Representacion grdfica y parametros del ajustado conjunto de las

curvas de letalidad de S. aureus ATCC 25923 en presencia de ciprofloxacino.

A Y CMI no se observa letalidad, la cinética de crecimiento es
paralela al control. A partir de la CMI, la letalidad aumenta con la

concentracion y el tiempo de incubacion. La curva correspondiente a la CMI
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parece presentar un periodo de latencia antes de iniciar la accion bactericida,

pero éste no puede demostrarse desde el punto de vista matematico.

En la Figura 3.18 se representan los valores residuales obtenidos tras
el ajustado del modelo en funcion de la variable independiente (tiempo de
estudio). Se observa que su distribucion es aleatoria y la dispersion pequeiia.
La precision de los parametros es inferior al 10% (oscila en torno a un 3,74-
9,05%), excepto para la CMI en la que es 18,5%. El coeficiente de
determinacién r* es altamente significativo. Todas las consideraciones, pues,

apoyan la bondad del ajustado.
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Figura 3.18. Representacion grdfica de los valores residuales obtenidos tras el
ajustado del modelo de ciprofloxacino en S. aureus ATCC 25923 en funcion del tiempo de

estudio.

En el Cuadro 3.20 se muestran las pendientes de las curvas de

letalidad obtenidas para cada concentracion de ciprofloxacino, asi como los
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parametros mas utilizados derivados de la misma. En concreto: el tiempo que
tarda la poblacion en reducirse a la mitad o duplicarse, si la cinética es de
crecimiento, Tjs; el tiempo necesario para reducir o aumentar la poblacion
viable en un 90%, Tq; y el tiempo en que se produce una reduccidon o

aumento de tres logaritmos, Tog 9.

C““(f;g‘)ci(’“ k (h")to Tin(h)  To(h)  Tooo(h)
CT* 0,977£0,056 0,710 2,357 7,071
Y, CMI 0,616+0,056 1,126 3741 11223
CMI 20,3010,056 2,303 7650 22,949
4 CMI 11.293£0,056 0,536 1,782 5,345
16 CMI -1,488£0,056 0,466 1,547 4,642
64 CMI -0,084+0,056 0,704 2,340 7,019
256 CMI -0,738+0,056 0,940 3,121 9,363

*CT control de crecimiento

Cuadro 3.20. Valores de la constante de letalidad y tiempo necesario para
alcanzar el 50%, 90% y 99,9% de reduccion de bacterias viables obtenidos para cada

concentracion de ciprofloxacino en S. aureus ATCC 25923.

Resulta destacable que ninguna de las concentraciones ensayadas
produce accion bactericida en el tiempo de estudio. A 16 CMI se alcanza la
maxima velocidad de letalidad y cerca de las cuatro horas se obtiene un
descenso de tres logaritmos en el numero de bacterias viables. Esta

concentracion junto con 4 CMI son, por otro lado, las que alcanzan con
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mayor velocidad el tiempo necesario para reducir la poblacion en un 90% y
muestran un valor de T;, menor, es decir, tienen una cinética de letalidad

mas rapida que el resto de concentraciones ensayadas.

Con el fin de determinar la relacion existente entre la letalidad y la
concentracion de estudio, se ha realizado un analisis de varianza de las
constantes de letalidad, seguido de una prueba de Scheffé¢ (a=0,05) para
establecer si existen diferencias significativas entre las constantes y el valor
de concentracion a partir del cual no hay un aumento de la letalidad. La
representacion grafica de la relacion citada y los resultados obtenidos
mediante el analisis se muestran en la Figura 3.19 y en el Cuadro 3.21,

respectivamente.

k (h™)

14

0 T T T T T 1
0,25 CMI 4CMI 16CMI B4CMI 256 CMI  (ug/ml)

-2 -

Figura 3.19. Representacion de las constantes de letalidad de S. aureus ATCC

25923 en funcion de la concentracion de ciprofloxacino.
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256CMI  64CMI 16 CMI 4 CMI CMI Y4 CMI
CT S S S S S NS
Ya CMI S S S S S
CMI S S S S
4 CMI S S NS
16 CMI S S
64 CMI S

Cuadro 3.21. Resultados de la prueba de Scheffé (0=0,05) de las constantes de
letalidad de S. aureus ATCC 25923 frente a ciprofloxacino. S: significativo; NS: no

significativo; CT: control de crecimiento.

3.2.2. #N-metilciprofloxacino

Siguiendo el mismo esquema de trabajo que para el ciprofloxacino se
han obtenido los resultados de letalidad de S. aureus ATCC 25923 en
presencia de distintas concentraciones de 4’N-metilciprofloxacino. Se
presentan graficamente en la Figura 3.20. También en este caso, la cinética de
muerte es claramente monoexponencial. Los parametros estimados mediante
ajustado lineal conjunto se detallan en su parte inferior, junto a los

pardmetros estadisticos que califican la bondad del ajuste.

Tampoco en este caso 4 CMI produce letalidad; la cinética de
crecimiento es paralela al control y sus pendientes no son estadisticamente
diferentes. A partir de la CMI la letalidad aumenta con la concentracion y el

tiempo de incubacion.
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Figura 3.20. Representacion grdfica y parametros del ajustado conjunto de las

curvas de letalidad de S. aureus ATCC 25923 en presencia de 4’N-metilciprofloxacino.

En la Figura 3.21 se representan los residuales del ajustado del
modelo en funcion del tiempo. Su distribucion es aleatoria y su dispersion
pequena. La precision de los parametros oscila en torno a un 4,73-7,45%,
aunque es igual a 100,66% para la CMI debido a que la letalidad es muy baja
a esta concentracion y la curva es practicamente la horizontal. Ademas, el
coeficiente de determinacién r* es altamente significativo, por lo que todas

las consideraciones, pues, apoyan la bondad del ajustado.
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Figura 3.21. Representacion grdfica de los valores residuales obtenidos tras el
ajustado del modelo de 4’N-metilciprofloxacino en S. aureus ATCC 25923 en funcion del

tiempo de estudio.

En el Cuadro 3.22 se detallan las pendientes de las curvas de letalidad
obtenidas para cada concentracion de 4’N-metilciprofloxacino, asi como los
tiempos Ti2, Too y T99,9.

Como se puede observar, ninguna de las concentraciones ensayadas
produce accion bactericida en el tiempo de estudio, puesto que todas
necesitan mas de cuatro horas para provocar una reduccion del 99,9% de
bacterias viables. Las concentraciones que alcanzan con mayor rapidez el
tiempo necesario para reducir la poblacion en un 90% y muestran un valor de
T2 menor son 16 y 64 CMI, es decir, muestran una cinética de letalidad mas

rapida que el resto de concentraciones ensayadas.
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o K ()0 Tia()  To() Ty (h)
CcT* 1,048+0,061 0,662 2,197 6,592
Ya CMI 0,902+0,061 0,768 2,552 7,656
CMI -0,060+0,061 11,514 38,249 114,747
4 CMI -1,097+0,061 0,632 2,100 6,299
16 CMI -1,281+0,061 0,541 1,797 5,392
64 CMI -1,224+0,061 0,567 1,882 5,646
256 CMI -0,813+0,061 0,852 2,831 8,494

*CT control de crecimiento

Cuadro 3.22. Valores de la constante de letalidad y tiempo necesario para
alcanzar el 50%, 90% y 99,9% de reduccion de bacterias viables obtenidos para cada

concentracion de 4’N-metilciprofloxacino en S. aureus ATCC 25923.

El andlisis de varianza de las constantes de letalidad y la prueba de
Scheffé¢ (0=0,05) se muestran en la Figura 3.22 y en el Cuadro 3.23,
respectivamente.

Estos resultados demuestran desde un punto de vista estadistico que la
concentracion de ¥4 CMI no modifica la cinética de crecimiento respecto al
control. A partir de la CMI, la letalidad aumenta significativamente con la
concentracion hasta 4 CMI. Entre 4, 16 y 64 CMI no hay diferencias
significativas y a partir de 64 CMI no s6lo no aumenta la letalidad sino que,
paraddjicamente, disminuye, obteniéndose a 256 CMI incluso menor

letalidad que a 4 CMLI.
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O T T T T 1
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Figura 3.22. Representacion de las constantes de letalidad de S. aureus ATCC

25923 en funcion de la concentracion de 4’N-metilciprofloxacino.

256CMI  64CMI 16 CMI 4 CMI CMI Y4 CMI
CT* S S S S S NS
Ya CMI S S S S S
CMI S S S S
4 CMI S NS NS
16 CMI S NS
64 CMI S

Cuadro 3.23. Resultados de la prueba de Scheffé (0=0,05) de las constantes de
letalidad de S. aureus ATCC 25923 frente a 4’N-metilciprofloxacino. S: significativo, NS:

no significativo, CT: control de crecimiento.
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3.2.3. 4’N-etilciprofloxacino

En la Figura 3.23 se muestran las curvas de letalidad de S. aureus
ATCC 25923 frente a distintas concentraciones de 4’N-etilciprofloxacino. A
tenor de los criterios estadisticos empleados los valores de letalidad obtenidos
siguen una cinética monoexponencial. Los parametros del ajustado conjunto
llevado a cabo se detallan en la zona inferior de la figura, acompanados de

sus desviaciones estandar y de los criterios de bondad del ajuste.

—e— Control
o 1/4 CMI
—>— CMI
—w— 4 CMI
= 16 CMI
—&— 64 CMI
—4— 256 CMI

log ufc/ml
[&)]

No£06=2,04-10°+1,14 ufc/ml
r’=0,9817

SC=5,2838
2 T T T \

0 1 2 3 4
t(h)

Figura 3.23. Representacion grdfica y parametros del ajustado conjunto de las

curvas de letalidad de S. aureus ATCC 25923 en presencia de 4 ’N-etilciprofloxacino.
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Se observa que Y4 CMI no produce letalidad y la cinética de
crecimiento es paralela al control. So6lo a partir de la CMI la letalidad
aumenta con la concentraciéon y el tiempo de incubacion. A la CMI se
observa graficamente un periodo de latencia antes de iniciar la accion

bactericida, que no puede demostrarse desde el punto de vista matematico.

En la Figura 3.24 se representan los valores residuales del ajustado en
funcién del tiempo, como criterio de calidad del ajuste. Dado que la
distribucion es aleatoria y la dispersion pequefia, ambos criterios afirman la
bondad del ajustado que queda asimismo patente en el coeficiente r° y en la
precision de los parametros (entre 5,42 y 9,48%, aunque para la CMI es igual

a 12,89%).
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Figura 3.24. Representacion gradfica de los valores residuales obtenidos tras el
ajustado del modelo de 4’N-etilciprofloxacino en S. aureus ATCC 25923 en funcion del

tiempo de estudio.
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En el Cuadro 3.24 se muestran las pendientes de las curvas de
letalidad obtenidas para cada concentracion de 4’N-etilciprofloxacino, asi

como los tiempos T1/2, Too, ¥ Too.o.

Concentracion

(ug/ml) k (h')e Ty (h) Too (h) Ty (h)
cT* 1,109+0,092 0,625 2,076 6,228
Ya CMI 0,966+0,092 0,717 2,383 7,149
CMI -0,711+0,092 0,975 3,239 9,718
4 CMI -1,301+0,092 0,533 1,770 5,310
16 CMI -1,690+0,092 0,410 1,362 4,087
64 CMI -1,633+0,092 0,424 1,410 4,230
256 CMI -1,212+0,092 0,572 1,901 5,701

*CT control de crecimiento

Cuadro 3.24. Valores de la constante de letalidad y tiempo necesario para
alcanzar el 50%, 90% y 99,9% de reduccion de bacterias viables obtenidos para cada

concentracion de 4 ’N-etilciprofloxacino en S. aureus ATCC 25923.

Es de notar que la accion bactericida en el tiempo de estudio sélo se
produce con las concentraciones 16 CMI y 64 CMI, que presentan la cinética

de letalidad mas rapida.

El andlisis de varianza aplicado a las constantes de letalidad y la
prueba de Scheffé (a=0,05) se muestran en la Figura 3.25 y en el Cuadro

3.25, respectivamente.
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k (h™)
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Figura 3.25. Representacion de las constantes de letalidad S. aureus ATCC 25923

en funcion de la concentracion de 4’N-etilciprofloxacino.

256CMI  64CMI 16 CMI 4 CMI CMI Y4 CMI
CT* S S S S S NS
Y4 CMI S S S S S
CMI S S S S
4 CMI NS S S
16 CMI S NS
64 CMI S

Cuadro 3.25. Resultados de la prueba de Scheffé (a¢=0,05) de las constantes de
letalidad de S. aureus ATCC 25923 frente a 4’N-etilciprofloxacino. S: significativo;, NS: no

significativo; CT: control de crecimiento.
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Se deduce, pues, que la concentracion de 2 CMI no modifica la
cinética de crecimiento respecto al control. La letalidad aumenta
significativamente con la concentracion hasta 16 CMI. Entre 16 y 64 CMI no
hay diferencias significativas y a partir de 64 CMI paradojicamente

disminuye, obteniéndose a 256 CMI la misma letalidad que a 4 CML.

3.2.4. 3’metil,4’N-metilciprofloxacino (97-101)

Las curvas de letalidad de S. aureus ATCC 25923 a distintas
concentraciones de 97-101, se muestran en la Figura 3.26. El ajustado de los
valores de letalidad obtenidos a una cinética de primer orden permite estimar
los pardmetros que se detallan. Se indican también el coeficiente de

correlacion y la suma de cuadrados como criterio de calidad.

Se puede comprobar que a %% CMI la cinética de crecimiento
practicamente se mantiene bacteriostatica. A partir de la CMI, la letalidad
aumenta con la concentracion y el tiempo de incubacion. La curva
correspondiente a la CMI parece presentar un periodo de latencia antes de
iniciar la accion bactericida, pero éste no puede demostrarse desde el punto

de vista matematico.

En la Figura 3.27 se representan los valores residuales obtenidos tras
el ajustado del modelo en funcion del tiempo de estudio. Se observa que la
distribucion es aleatoria y la dispersion pequena. La precision de los
parametros oscila en torno a un 5,09-9,16%, aunque para %4 CMI es 28,36%,
debido a que esta concentracion ya presenta accion bactericida respecto al

control de crecimiento pero la curva se sitlia cerca de la horizontal. Ademas
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el coeficiente de correlacion r* es altamente significativo. Todas las

consideraciones, pues apoyan asimismo la bondad del ajustado.

—e— control
o~ 1/4 CMI
—v— CMI
—sv— 4CMI
=— 16CMI
—&— 64 CMI
—%— 256 CMI

log ufc/ml
()]

No+0=4,72-10°+1,13 ufc/ml
r’=0,9797

SC=4,7081
2 T T T 1
0 1 2 3 4

t (h)

Figura 3.26. Representacion grdfica y parametros del ajustado conjunto de las

curvas de letalidad de S. aureus ATCC 25923 en presencia de 97-101.

En el Cuadro 3.26 se expresan las pendientes de las curvas de
letalidad obtenidas para cada concentracion de 97-101, asi como los tiempos
T2, Too y Togo.

El 97-101 so6lo presenta accion bactericida en el tiempo de estudio a 4

CMI, aunque 16 CMI provoca también una reduccion del 99,9% préxima a
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cuatro horas. Estas concentraciones son, por otro lado, las que muestran una

cinética de letalidad mas répida que el resto de concentraciones ensayadas.

Concentracion

(ug/ml) k (h')e Tix (h) Too (h) Too (h)
CT* 0,943+0,086 0,735 2,441 7,322
Ya CMI 0,305+0,086 2,275 7,557 22,671
CMI -1,322+0,086 0,524 1,742 5,224

4 CMI -1,698+0,086 0,408 1,356 4,068
16 CMI -1,569+0,086 0,442 1,468 4,404
64 CMI -1,136+0,086 0,610 2,026 6,079
256 CMI -1,067+0,086 0,652 2,167 6,495

*CT control de crecimiento

Cuadro 3.26. Valores de la constante de letalidad y tiempo necesario para
alcanzar el 50%, 90% y 99,9% de reduccion de bacterias viables obtenidos para cada

concentracion de 97-101 en S. aureus ATCC 25923.

El andlisis de varianza de las constantes de letalidad y la prueba de
Scheffé (0=0,05) se muestran en la Figura 3.28 y en el Cuadro 3.27,

respectivamente.

Se comprueba que el aumento de la letalidad es significativo hasta 4
CML. Entre 4 y 16 CMI no hay diferencias significativas y a partir de 16 CMI
la constante disminuye, de forma que a 64 CMI se obtiene la misma letalidad

que a CMI y a 256 CMI es incluso menor.
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Figura 3.27. Representacion grdfica de los valores residuales obtenidos tras el

ajustado del modelo de 97-101 en S. aureus ATCC 25923 en funcion del tiempo de estudio.

O T T T T T 1
0,25C 1CMI 4 CMI 16 CMI 64 CMI 256 CMI - (ug/ml)

24
Figura 3.28. Representacion de las constantes de letalidad de S. aureus ATCC
25923 en funcion de la concentracion de 97-101.
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256CMI  64CMI 16 CMI 4 CMI CMI Y4 CMI
CT* S S S S S S
Ya CMI S S S S S
CMI S NS S S
4 CMI S S NS
16 CMI S S
64 CMI S

Cuadro 3.27. Resultados de la prueba de Scheffé (0¢=0,05) de las constantes de
letalidad de S. aureus ATCC 2592 frente a 97-101. S: significativo; NS: no significativo;

CT: control de crecimiento.

3.2.5. Comparacion entre las constantes de letalidad en funcion de

la concentracion de antibidtico ensayada

En el Cuadro 3.28 se muestran los valores de las constantes de
letalidad, asi como los resultados de la prueba de Scheffé (a=0,05) de dichas

constantes, segun la concentracion ensayada, de las cuatro quinolonas de

estudio en S. aureus ATCC 25923.

El control, dado que se prepara de igual forma en los distintos ensayos
no presenta diferencias significativas entre las constantes. Esta consideracion
incide en la reproducibilidad de la técnica experimental ya que aunque las
experiencias se han realizado en dias distintos y con antibidticos diferentes, la
cinética de crecimiento del microorganismo es la misma en todos los

ensayos.
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k(h™

Control 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP 0,977+0,056
CIP NS NS NS Metil- CIP 1,048+0,061
Metil- CIP NS NS Etil- CIP 1,109+0,092
Etil- CIP NS 97-101 0,943+0,086
Y CMI 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP 0,616+0,056
CIP S S S Metil- CIP 0,902+0,061
Metil-CIP S NS Etil- CIP 0,966+0,092
Etil-CIP S 97-101 0,305+0,086
CMI 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP -0,301+0,056
CIP S S S Metil- CIP -0,060+0,061
Metil-CIP S S Etil- CIP -0,711+0,092
Etil-CIP S 97-101 -1,322+0,086
4 CMI 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP -1,293+0,056
CIP S NS S Metil- CIP -1,097+0,061
Metil-CIP S S Etil- CIP -1,301+0,092
Etil-CIP S 97-101 -1,698+0,086
16 CMI 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP -1,488+0,056
CIP NS S NS Metil- CIP -1,281+0,061
Metil-CIP S S Etil- CIP -1,690+0,092
Etil-CIP NS 97-101 -1,569+0,086
64 CMI 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP -0,984+0,056
CIP S S S Metil- CIP -1,224+0,061
Metil-CIP NS S Etil- CIP -1,633+0,092
Etil-CIP S 97-101 -1,136+0,086
256 CMI 97-101 Etil-CIP  Metil-CIP CIP -0,738+0,056
CIP S S NS Metil- CIP -0,813+0,061
Metil-CIP S S Etil- CIP -1,216+0,092
Etil-CIP NS 97-101 -1,064+0,086

Cuadro 3.28. Valores de las constantes de letalidad y resultados de la prueba de
Scheffé (a=0,05) de las mismas en funcion de la concentracion para las cuatro quinolonas

ensayadas en S. aureus ATCC 25923.
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La concentracion de 4 CMI produce distinta respuesta segun la
quinolona estudiada. En todos los casos la cinética es de crecimiento, si bien
la de menor velocidad es 97-101, Gnico compuesto que muestra letalidad a
esta concentracion con respecto al control, seguido de ciprofloxacino, 4’N-
metilciprofloxacino y 4’N-etilciprofloxacino, para las que no se ponen de

manifiesto diferencias.

Las constantes de los cuatro compuestos son estadisticamente
distintas a la CMI. La quinolona con menor constante de letalidad a esta
concentracion es 4’N-metilciprofloxacino, y en orden creciente seguido de

ciprofloxacino, 4’N-etilciprofloxacino y 97-101.

En presencia de 4 CMI existen diferencias significativas entre las
constantes de los cuatro antibidticos estudiados, a excepcion de 4’N-
etilciprofloxacino y ciprofloxacino, cuyas constantes de letalidad son
estadisticamente indistinguibles. El antibiotico que provoca mayor velocidad
de letalidad es el 97-101, seguido de 4’N-etilciprofloxacino y ciprofloxacino.

El de menor velocidad de letalidad es el 4’N-metilciprofloxacino.

Los resultados obtenidos a 16 CMI muestran que los antibidticos que
producen mayor letalidad son 4’N-etilciprofloxacino y 97-101, seguido de
ciprofloxacino que presenta una letalidad menor que 4’N-etilciprofloxacino,
pero estadisticamente igual a 97-101. La quinolona de menor velocidad de
letalidad es 4’N-metilciprofloxacino cuyo valor es significativamente distinto
a los demas antibidticos a excepcion de ciprofloxacino entre los que no

existen diferencias.

A 64 CMI existen diferencias significativas entre todos los valores de

constantes a excepcion de 4’ N-metilciprofloxacino y 97-101, en los que no se
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puede rechazar la hipotesis de igualdad. El compuesto con menor velocidad
de letalidad es ciprofloxacino, le siguen 4’N-metilciprofloxacino y 97-101. El

derivado con mayor letalidad es el 4’N-etilciprofloxacino.

Por ultimo a 256 CMI, los antibioticos con menor velocidad de
letalidad son ciprofloxacino y 4’N-metilciprofloxacino, entre los que no
existen diferencias significativas. En el extremo opuesto, las quinolonas con
mayor letalidad son 4’N-etilciprofloxacino y 97-101, que tampoco presentan

diferencias estadisticamente significativas.

En resumen, se puede afirmar que la mayor o menor velocidad de
letalidad que muestran los distintos antibioticos no sigue ningin patrén claro
y hay que tener en cuenta la concentracion de estudio para comparar el poder
relativo de las quinolonas. Por otra parte, las concentraciones comentadas
previamente son relativas a la CMI, que difiere para cada antibiotico. En
cambio si se consideran las concentraciones absolutas las diferencias entre las
quinolonas son mayores. Estas consideraciones se comentaran en el capitulo

de Discusion.

3.3. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Ya se ha indicado que, estas relaciones se han establecido utilizando
como parametro estructural la lipofilia (concretamente, el coeficiente de
reparto de las quinolonas entre n-octanol y una solucion de pH 7,0) y como
indice de actividad la inversa de la media geométrica de la concentracion

minima inhibidora, con los simbolos respectivos de P y 1/MG CMI, cuyos
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valores se detallan en los Cuadros 3.29 y 3.30. Asimismo en el Cuadro 3.31
se presentan estos mismos pardmetros correspondientes a los heterdlogos
utilizados en la validacion externa de la correlacion.

Para establecer la relacion estructura-actividad se han utilizado los
datos disponibles, convenientemente agrupados, de modo que puedan
contribuir a la mejor comprension y esclarecimiento de los problemas que se
abordan en este trabajo. En principio, se han seleccionado como sustratos de

estas correlaciones las siguientes series o bloques:

» Todas las quinolonas ensayadas

Los parametros y demads caracteristicas de la correlacion figuran en la
columna de datos de las Figuras 3.29 a 3.36 bajo el epigrafe “Ambas series”.
Estos datos han dado origen a las graficas que estan situadas en la parte
superior de las figuras y que deben considerarse como las mas generales,

puesto que engloban elementos y propiedades que pueden ser heterogéneos.

> Quinolonas de la Serie A (4’N-alquilciprofloxacino)

Sus parametros y propiedades generales se muestran en la 2* columna
de datos de las figuras anteriormente citadas, bajo el epigrafe de “Serie A”,
para fines comparativos. Las graficas correspondientes estdn expuestas en la

Figura 3.37.

> Quinolonas de la Serie B (3 metil.4’N-alquilciprofloxacino)

Sus parametros y demds caracteristicas aparecen en la 3* columna de
las anteriormente citadas figuras, también para fines comparativos. Las
graficas representativas de la correlacion estructura-actividad se reproducen

en la Figura 3.38.
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Microorganismo (n°) CIp Metil-CIP Etil-CIP Propil-CIP Butil-CIP
Escherichia coli (20) 70,907 24,575 34,591 11,107 2,915
Acinetobacter

calcoaceticus (20) 2,644 21,992 10,996 4,806 1,516

Achromobacter spp. (18) 0,382 0,445 0,354 0,214 0,079

Moraxella catarrhalis

20) 27,020 47,631 30,042 16,033 7,968

Staphylococcus aureus

20) 3,281 14,131 15,095 7,246 3,281

Staphylococcus

. 6,445 9,246 13,076 7,465 3,605
coagulasa negativo (19)

é’gfr"c"ccusf“ecal’s 1,569 1,516 1,464 0,901 0,467
Streptococcus 0,643 1249 1249 0,777 0,302
pneumoniae (22)

P n-octanol+c* 0,075+£0,003 1,42+0,21 3,38+0,040 11,85+0,19 35,3043,50

* Referencia 194

Cuadro 3.29. Valores de 1/GM CMI y P para los compuestos de la serie 4’N-

alquilciprofloxacino en las especies estudiadas.
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Microorganismo (n°) 97-100 97-101 97-102 97-103 97-104
Escherichia coli (20) 59,093 23,081 11,480 5,353 3,120
Acinetobacter 5554 14,015 6213 2,828 1,414
calcoaceticus (20)

Achromobacter spp. (18) 0,540 0,231 0,120 0,054 0,030
Moraxella catarrhalis (20) 28,959 34,509 18455 16,599 8,249
(Szt‘g)’hy lococcus aureus 5311 9,491 6,997 5,685 2,972
igg;}t’lyvlg‘zolgc)us coagulasa ¢ 931 10260 6936 3,880 1,932
Enterococcus faecalis (20) 1,569 1,320 0,966 0,732 0,366
fztge)pwc"ccus pneumoniae 96 1134 0854 0,685 0322
P n-octanol+c*® 0,21£0,03 0,90+0,02 3,53+0,11 15,1+£0,5 48,6+1,2

* A. Ruiz Garcia. Tesis Doctoral. Valencia, Noviembre 2000.

Cuadro 3.30. Valores de 1/GM CMI y P para los compuestos de la serie 3 ’metil,

4’N-alquilciprofloxacino en las especies estudiadas.
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Microorganismo (n°) GRX OFL SAR SPA
Escherichia coli (20) 39,683 15,974 - -
Acinetobacter calcoaceticus (20) 17,241 2,828 - -
Achromobacter spp. (18) 0,429 0,250 - -
Moraxella catarrhalis (20) 71,429 12,151 26,042 90,090
Staphylococcus aureus (20) 14,286 3,623 - -

Staphylococcus coagulasa negativo (19) 21,978

Enterococcus faecalis (20)

Streptococcus pneumoniae (22)

4,032

4,762

3,733 7,194 13,532

0,616 0,683 2,650

0,753 0,630 2,688

P n-octanol+oc

3,30+0,06" 0,42+0,03" 0,34+0,03% 1,17+0,10°

1 G. Sanchez Castafio. Tesis Doctoral. Valencia, Septiembre 2000.

2 Comunicacion personal

3 C. Fernandez. Trabajo de Investigacion. Valencia, Julio 2001.

Cuadro 3.31. Valores de 1/GM CMI y P para los compuestos heterologos en las

especies estudiadas.

Los comentarios acerca de los maximos de actividad, los 6ptimos de

lipofilia y de las correlaciones en general se realizaran en el capitulo de

Discusion.
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lto 518,24+516.5 131,9+67,81 2064+772,7
m=+o 0,536+0,285 0,184+0,133 0,870+0,088
R+o 16,80+18,35 2,452+1,835 81,79+32,22
nto 1,137+0,255 0,934+0,091 1,423+0,081

Py 0,08 0,09 0,06
b+c 0,932+0,103 0.914+0,175 0,955+0,041
atc 0,006+3,441 -0,335+6,530 1,082+1,596

r 0,955 0,949 0,996

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI) .y actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 20
Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en
el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.29. Relaciones estructura-actividad en Escherichia coli. La grafica

superior representa la correlacion obtenida para todas las quinolonas ensayadas (1°

columna de datos).
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lto 33,06+18,27 37,02+6,072 44,92+24,29
m=6 1,010+0,272 1,014+0,064 1,140+0,261
Rito 1,294%1,017 0,818+0,232 2,392+0,181
ntc 1,783+0,224 1,962+0,057 1,831+0,212

Py 1,02 1,15 0,82
b+o 0,677+0,103 0,932+0,082 0,974+0,086
ato 1,589+0,985 0,469+0,930 0,368+0,588

r 0,920 0,988 0,985

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI) .y actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 20

Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en

el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.30. Correlaciones estructura-actividad obtenidas para Acinetobacter
calcoaceticus. En la parte superior se ha reproducido una grdfica representativa de la

correlacion hallada en el caso que aborda la 1° columna de datos, es decir, para todo el

grupo en conjunto (ambas series).
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lto 4,125+6,170 0,815+0,056 7,907+2,371
m=+o 0,668+1,053 0,144+0,029 0,808+0,088
R+to 7,212+2,469 0,217+0,058 21,36+7,055
nto 1,233+0,291 1,116+0,037 1,368+0,079

Py 0,24 0,71 0,14
b+c 0,797+0,168 1,064+0,062 0,923+0,087
atc 0,046+0,069 -0,016+0,028 0,023+0,035

r 0,860 0,995 0,983

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI) .y actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 18
Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en
el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.31. Relaciones estructura-actividad para Achromobacter spp. La grafica

superior representa la correlacion obtenida para todas las quinolonas ensayadas (ambas

series).
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lto 64,42+29,31 106,4+20,28 71,48+42,29
m=+o 0,320+0,169 0,456+0,073 0,329+0,189
R+to 0,876+0,781 1,090+0,399 1,321+1,223
n+oc 0,900+0,089 1,154+0,045 0,782+0,105

Py 0,60 0,65 0,46
b+o 0,722+0,131 1,01540,082 0,884+0,153
ato 5,330+3,442 1,260+£2,374 2,826+3,662

r 0,890 0,990 0,945

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI) .y actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 20

Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en

el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.32. Correlaciones estructura-actividad obtenidas para la especie

Moraxella catarrhalis. La grafica que figura en la parte superior reproduce la hallada para

todas las quinolonas del grupo (ambas series, 1° columna de datos).
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B
Lto 16,20+9,350 15,30+1,490 22,67+4,630
m=+o 0,616+0,262 0,610+0,045 0,725+0,089
R+to 0,621+0,748 0,201+0,065 1,388+0,456
n+c 1,173+£0,154 1,493+0,049 1,154+0,062
Py 1,66 2,29 1,24
b+c 0,594+0,118 0,971+0,037 1,030+0,132
ato 2,230+0,990 0,145+0,367 0,012+0,798
r 0,873 0,998 0,969

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI) .y actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 20
Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en
el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.33. Relaciones estructura-actividad para Staphylococcus aureus. Incluye

la representacion grafica de la correlacion obtenida para todas las quinolonas ensayadas

(1° columna de datos) en la parte superior de la figura.
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lto 12,79+6,670 10,1942,432 23,13+5,071
m=+o 0,239+0,224 0,184+0,122 0,458+0,085
R+o 0,297+0,523 0,036+0,032 1,310+0,477
n+o 0,991+0,175 1,354+0,568 1,018+0,055

Py 1,17 2,94 0,80
b+o 0,634+0,099 1,476+1,466 1,008+0,025
ato 1,638+0,942 0,787+0,171 -0,068+0,177

r 0,915 0,936 0,998

Py: lipofilia optima; (1/GM CMI),,.: actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 20 en
total: S. epidermidis (14); S. cohni (3) y S. simulans (3).

Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en
el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.34. Relaciones estructura-actividad para las especies de Staphylococcus
coagulasa negativas. En la parte superior se presenta la correlacion para todas las

quinolonas ensayadas (ambas series).
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lo 2,070+0,481 1,983+0,150 2,059+0,859
m=+to 0,103+0,059 0,103+0,022 0,080+0,105
R+o 0,394+0,304 0,195+0,076 0,543+0,620
n+c 0,739+0,091 0,915+0,073 0,632+0,089

Py 0,31 0,62 0,13
bxo 0,926+0,105 0,968+0,084 0,972+0,064
atc 0,062+0,123 -0,007+0,106 0,015+0,075

r 0,952 0,989 0,991

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI) ., actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 20
Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en
el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.35. Correlaciones estructura-actividad obtenidas para la especie

Enterococcus faecalis. En la parte superior se incluye la grdfica representativa de la

relacion hallada para todas las quinolonas ensayadas, correspondientes a la 1° columna de

datos (ambas series).
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Coeficiente de reparto
Simbolos Ambas series Serie A Serie B

Lto 1,480+0,492 1,257+0,021 1,820+0,299
m=+o 0,295+0,146 0,258+0,008 0,353+0,060
R+o 0,280+0,319 0,067+0,007 0,618+0,024
nto 1,027+0,121 1,385+0,023 0,897+0,032
Py 1,41 2,36 1,09
bxo 0,894+0,105 1,001+0,012 0,974+0,135
ato 0,061+0,092 -0,001+0,011 0,021+0,109

r 0,949 0,999 0,961

Py: lipofilia 6ptima; (1/GM CMI),,,,: actividad maxima. Numero de cepas ensayadas: 22

Correlacion lineal entre actividades experimentales y calculadas: b pendiente; a ordenada en

el origen; r coeficiente de correlacion.

Figura 3.36. Correlaciones estructura-actividad halladas para Streptococcus
pneumoniae. En la parte superior se incluye la grdfica representativa de la relacion

obtenida para las diez quinolonas ensayadas en conjunto, cuyos parametros figuran en la 1°

columna de datos (ambas series).
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Figura 3.37. Representacion grdfica de las correlaciones estructura-actividad
obtenidas para las quinolonas de la serie A (4 N-alquilciprofloxacino) en cada una de las
especies seleccionadas. El numero de cada curva (encuadrado) es indicativo de la especie

ensayada. Las claves son las siguientes:

1. Escherichia coli 5. Staphylococcus aureus
2. Moraxella catarrhalis 6. Enterococcus faecalis
3. Acinetobacter calcoaceticus 7. Streptococcus pneumoniae

4. Staphylococcus coagulasa negativos 8. Achromobacter spp.
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Figura 3.38. Representacion grafica de las correlaciones estructura-actividad

obtenidas para las quinolonas de la serie B (3 ’metil,4 ’N-alquilciprofloxacino) en todas las

especies ensayadas. El numero encuadrado que figura en las curvas es indicativo de la

especie, siendo las claves las siguientes:

1. Escherichia coli

5. Staphylococcus aureus

2. Moraxella catarrhalis 6. Enterococcus faecalis

3. Acinetobacter calcoaceticus 7. Streptococcus pneumoniae

4. Staphylococcus coagulasa negativos 8. Achromobacter spp.
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3.4. MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIMICROBIANOS

EN Streptococcus pneumoniae

3.4.1. Actividad antimicrobiana de los homodlogos del

ciprofloxacino frente a determinadas cepas de Streptococcus pneumoniae

En el Cuadro 3.32 se muestran las cepas de S. pneumoniae utilizadas
en el estudio, asi como las mutaciones identificadas en las QRDR de la girasa
y topoisomerasa IV de las mismas. Se han seleccionado para el estudio cepas
que presentan una o varias mutaciones en una o ambas enzimas diana de las
quinolonas. Como control se utiliza la cepa 7785, libre de mutaciones en las

QRDR.

En los Cuadros 3.33 y 3.34 se detallan los resultados de la CMI
obtenidos para las dos series estudiadas en las cepas de S. pneumoniae
mencionadas. El ciprofloxacino presenta una CMI de 1 pg/ml en la cepa libre

de mutaciones, lo que concuerda con los datos previos (9, 226).

Para todos los compuestos las cepas mutantes en ParC provocan un
aumento de la CMI entre dos y tres diluciones, mientras que en las cepas con
mutaciones en GyrA no se produce un aumento de la CMI o no es
significativo (una dilucidon). En las cepas que expresan ambas mutaciones
(GyrA y ParC) las CMIs de los derivados estdn comprendida entre 16 y 128
pg/ml (es decir, entre 4 y 6 diluciones mayores respecto a las obtenidas con

la cepa sin mutaciones).

La cepa 1C1 no presenta mutaciones en las QRDR y probablemente
se trate de un mutante en el mecanismo de secrecion, lo que explicaria que la
CMI permanezca inalterada o aumente una dilucidén con respecto a la cepa

libre de mutaciones.
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Cepas de Streptococcus pneumoniae

Mutaciones
Cepa Girasa Topoisomerasa [V
GyrA GyrB ParC ParE
7785%*
1C1 Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna
2C6 Ninguna Ninguna Ser-79 — Tyr Ninguna
2C7 Ninguna Ninguna Ser-79 — Phe Ninguna
3C4 Ser-83 — Tyr Ninguna Ser-79 — Tyr Ninguna
1S1 Ser-83 — Phe Ninguna Ninguna Ninguna
1S4 Ser-83 — Tyr Ninguna Ninguna Ninguna
281 Ser-83 — Phe Ninguna Ser-79 — Tyr Ninguna
254 Ser-83 — Phe Ninguna Asp-83 — Asn Ninguna

* cepa clinica sensible a ciprofloxacino aislada en el St. George’s Hospital Medical

School, Londres, UK (227).

Cuadro 3.32. Mutaciones
topoisomerasa 1V y girasa en cepas de S. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino y

esparfloxacino. Estas cepas se obtuvieron segun se describe en las referencias 226, 227 y

230.

identificadas en las QRDR de las proteinas
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CMI (pg/ml)
Cepa
CIp Metil-CIP  Etil-CIP  Propil-CIP Butil-CIP
7785 1 1 0,5-1 2 2-4
7785 1 1 0,5-1 2 2-4
1C1 2 1-2 1 2 4
1C1 2 1-2 1 2 4
2C6 8 4 4 4-8 8-16
2C6 8 4 4 4-8 8-16
2C7 8 2-4 2-4 2-4 4-8
2C7 8 2-4 2-4 2-4 4-8
1S1 2 2 1 2-4 4-8
181 2 2 1 2-4 4-8
1S4 2 2 1-2 2-4 4
1S4 2 2 1-2 2-4 4
3C4 64 16-32 32 64 64
3C4 64 16-32 32 64 64
281 64 64 32 32 32-64
2S1 64 64 32 32 64
254 32 32 16 32 64
254 32 32 16 32 64

Cuadro 3.33. Resultados de la CMI obtenidos con la serie 4 N-alquilciprofloxacino

frente a las cepas de S. pneumoniae descritas en el Cuadro 3.32.
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CMI (pg/ml)
Cepa
CIp 97-100 97-101 97-102 97-103 97-104
7785 1 0,5-1 0,5-1 2 2 4
7785 1 0,5-1 0,5-1 2 2 4
1C1 2 1 1 2 2 4
1C1 2 1 1 2 2 4
2C6 8 4 4 4-8 4 8
2C6 8 4 4 4-8 4 8
2C7 8 2-4 2-4 4 4 8
2C7 8 2-4 2-4 4 4 8
1S1 2 2 1 2 4 4-8
181 2 2 1 2 4 4-8
1S4 2 1 1-2 2 4 4-8
1S4 2 1 1-2 2 4 4-8
3C4 64 32-64 32-64 32-64 64 64
3C4 64 32-64 32-64 32-64 64 64
281 64 32 32 32-64 64 64-128
281 64 32 32 32-64 64 64-128
254 32 16-32 16 16-32 32 64
254 32 16-32 16 16-32 32 64

Cuadro 3.34. Resultados de la CMI obtenidos con la serie 3’metil, 4’ N-
alquilciprofloxacino frente a las cepas de S. pneumoniae descritas en el Cuadro 3.32.
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Estos resultados muestran claramente que la topoisomerasa IV es la
primera diana para todos los derivados 4’N-alquilicos del anillo piperacinico
en posicion 7, al menos en este microorganismo, al igual que lo es para
ciprofloxacino, puesto que los valores de CMI no aumentan de forma
significativa cuando la cepa ensayada presenta una o varias mutaciones en los
genes que codifican la enzima girasa. Sin embargo, la CMI aumenta de forma
considerable cuando las mutaciones se producen en los genes que codifican la
topoisomerasa IV. Los mayores valores de CMI se observan de un modo
general para todas las quinolonas ensayadas cuando las cepas de estudio

presentan mutaciones en ambas dianas.

3.4.2. Estudio in vitro de la formacion del complejo ternario

(“cleavage”) por las topoisomerasas de Streptococcus pneumoniae

Se estudio6 la formacion in vitro del complejo ternario entre farmaco,
ADN y enzima (“cleavage” en terminologia anglosajona) en presencia de la
topoisomerasa IV y también de la girasa, con los derivados alquilados del

ciprofloxacino en comparacion con €ste.

Se ha elegido este estudio en lugar de medir la inhibicién enzimatica
(mediante el ICsp) para profundizar en el mecanismo de accién de estos
compuestos deslindando Unicamente la interacciéon con la diana. En la
actualidad se considera que simula de forma adecuada los procesos que
ocurren en el interior de la bacteria, ya que se cree que la formacion del
complejo ternario es el proceso limitativo, el que inicia la accion bactericida

de las quinolonas.



Resultados 216

La comparacion entre los distintos compuestos se ha llevado a cabo
mediante la CCys, que se define como la concentracion de fluoroquinolona
que convierte el 25% del ADN superenrollado PBR322 a la forma lineal en
presencia de la topoisomerasa IV o de la girasa.

Los valores de CC,s obtenidos con cada uno de los compuestos para

ambas condiciones de ensayo se detallan en el Cuadro 3.35.

Serie Quinolona CC (M)
GIRASA TOPO IV

CIP 80 10-20
Metil-CIP 320 40
4’N-alquilciprofloxacino Etil-CIP 320 40
Propil-CIP 320 80

Butil-CIP >640 80-160
97-100 80 20

97-101 160-320 20-40
3’metil,4’N-alquilciprofloxacino 97-102 320 40
97-103 320-640 40

97-104 >640 80-160

Cuadro 3.35. Valores de CC,s obtenidos con los derivados alquilicos del
ciprofloxacino en las enzimas diana de S. pneumoniae. Topo IV abreviacion de

topoisomerasa 1V.

Las Figuras 3.39-3.42 muestran las imagenes de las bandas de ADN

superenrollado (S) y lineal (L) obtenidas tras procesar las muestras mediante
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electroforesis en gel de agarosa al 1% a 80 V de cada uno de los compuestos
estudiados con la enzima girasa (Figuras 3.39 y 3.40) y topoisomerasa IV
(Figuras 3.41 y 3.42). Durante el proceso se obtiene también ADN relajado,
que se denota por N. Las letras a y b representan el control de ADN

superenrollado y lineal, respectivamente.

En cada imagen de gel se muestra el ambito de concentraciones de la
correspondiente quinolona utilizado en el ensayo. De esta forma se puede
observar con facilidad a qué concentracion corresponde la banda de ADN que
convierte el 25% del ADN superenrollado PBR322 a la forma lineal en
presencia de la topoisomerasa IV o de la girasa. El ADN superenrollado al
ser de menor tamafio recorre mayor distancia que el ADN lineal, de mayor

tamano.

Los resultados demuestran que la formacion del complejo ternario
depende de la concentracion de quinolona ensayada, puesto que conforme
aumenta ésta el porcentaje de ADN lineal también incrementa de forma
proporcional. El ciprofloxacino presenta menor valor de CC,s tanto en
presencia de girasa como de topoisomerasa IV que los derivados 4’N-
alquilicos. Solo el derivado 97-100 (Gnico que no posee sustituyente en la
posicion 4’N del anillo piperacinico) muestra la misma CC,s que el

compuesto de referencia.

Por otro lado la CC,s aumenta con la lipofilia y el volumen del
sustituyente del compuesto, lo que parece indicar que la adicion de un grupo
alquilico en la posicion 4°N del ciprofloxacino no favorece la formacion del
complejo “cleavage” y conforme el volumen de este radical aumenta, desde

el grupo metilico hasta el butilico, la CC,s también incrementa.
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Figura 3.39. Resultados obtenidos en gel de agarosa tras el estudio del “cleavage”

con la enzima girasa y los derivados de la serie 4°’N-alquilciprofloxacino.
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Figura 3.40. Resultados obtenidos en gel de agarosa tras el estudio del “cleavage”

con la enzima girasa y los derivados de la serie 3’'metil,4’N-alquilciprofloxacino.
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Figura 3.41. Resultados obtenidos en gel de agarosa tras el estudio del “cleavage”

con la enzima topoisomerasa IV y los derivados de la serie 4’N-alquilciprofloxacino.
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Figura 3.42. Resultados obtenidos en gel de agarosa tras el estudio del “cleavage”

con la enzima topoisomerasa 1V y los derivados de la serie 3 'metil,4’N-alquilciprofloxacino.
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3.5. ELECCION DE CANDIDATOS: BALANCE ACTIVIDAD-
BIODISPONIBILIDAD

En el Cuadro 3.37 se muestran los valores del cociente de actividades
(CA) y biodisponibilidad oral relativa (CF) utilizados para establecer el
balance actividad-biodisponibilidad (BAB) de los compuestos en todos los
microorganismos estudiados. CA se calcula con los datos de 1/GM CMI
recogidos en los Cuadros 3.29 y 3.30. CF se obtiene con los datos de Fqc
mostrados en el cuadro 3.36, en el que se presentan ademas los valores de
biodisponibilidad determinada en rata, que proporcionan la oportunidad de
comprobar la fiabilidad del método propuesto y demuestran que las

predicciones poseen un margen de error aceptable.

Constante de absorcion in situ

Quinolona ko (h) Feale Faet
CIP 0,63+0,08" 0,443 0,417
Metil-CIP 2,55+0,23" 0,907 0,84°
Etil-CIP 3,5240,24" 0,962 -
Propil-CIP 4,79+0,52" 0,988 0,94
Butil-CIP 5,69+0,46' 0,995 0,66>°
97-100 1,2440,07" 0,684 0,73*
97-101 3,5+0,7* 0,961 0,72*
97-102 3,1+0,2* 0,944 0,87
97-103 4,5+0,4* 0,985 0,67*
97-104 5,2+0,3* 0,992 0,83

1 Referencia 24. 2 Referencia 260. 3 G. Sanchez Castafio. Tesis Doctoral.
Valencia, Septiembre 2000. 4 A. Ruiz Garcia Tesis Doctoral Valencia, Noviembre 2000.
5 Los autores argumentan problemas de solubilidad en el ensayo.

Cuadro 3.36. Valores de la constante de absorcion in situ, biodisponibilidad oral
absoluta calculada segun la ecuacion 2.12 y biodisponibilidad intrinseca absoluta para los

homologos del ciprofloxacino pertenecientes a ambas series.
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Microorganismo (n°) Quinolona CA CF BAB D;eAjgr
Metil-CIP 0,347 2,047 0,710
Etil-CIP 0,488 2,172 1,060
Propil-CIP 0,157 2,230 0,350
Butil-CIP 0,041 2246 0,092
Escherichia coli (20) 97-100 0,833 1,544 1,286 97-100
97-101 0,326 2,169 0,707
97-102 0,162 2,131 0,345
97-103 0,075 2,223 0,167
97-104 0,044 2,239 0,099
Metil-CIP 8,316 2,047 17,023  Metil-CIP
Etil-CIP 4,158 2,172 9,031
Propil-CIP 1,817 2,230 4,052
. Butil-CIP 0,573 2,246 1,287
f;l’;’oe;iifl‘;f; @0) 97-100 2,100 1,544 3242
97-101 5,300 2,169 11,496
97-102 2,350 2,131 5,008
97-103 1,070 2,223 2,379
97-104 0,535 2,239 1,198
Metil-CIP 1,167 2,047 2,389  Metil-CIP
Etil-CIP 0,926 2,172 2,011
Propil-CIP 0,561 2,230 1,251
Butil-CIP 0,206 2,246 0,463
ff;)”’m"b acter spp- 97-100 1414 1,544 2,183
97-101 0,606 2,169 1,314
97-102 0,315 2,131 0,671
97-103 0,140 2,223 0,311
97-104 0,079 2,239 0,177
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Microorganismo (n°) Quinolona CA CF BAB D;eAjgr
Metil-CIP 1,763 2,047 3,609 Metil-CIP
Etil-CIP 1,112 2,172 2,415
Propil-CIP 0,593 2,230 1,322
Butil-CIP 0,295 2,246 0,663
Moraxella catarrhalis 97-100 1,072 1,544 1,655
20 97-101 1,277 2,169 2,770
97-102 0,683 2,131 1,455
97-103 0,614 2,223 1,365
97-104 0,305 2,239 0,683
Metil-CIP 4,306 2,047 8,814
Etil-CIP 4,600 2,172 9,991 Etil-CIP
Propil-CIP 2,208 2,230 4,924
Butil-CIP 1,000 2,246 2,246
i;“r‘;zfz lz’zcg)"cus 97-100 1,619 1,544 2,500
97-101 2,892 2,169 6,273
97-102 2,132 2,131 4,543
97-103 1,732 2,223 3,850
97-104 0,906 2,239 2,029
Metil-CIP 1,435 2,047 2,937
Etil-CIP 2,029 2,172 4,407 Etil-CIP
Propil-CIP 1,158 2,230 2,582
Staphylococcus Butil-CIP 0,559 2,246 1,256
coagulasa negativo 97-100 1,386 1,544 2,140
(19) 97-101 1,592 2,169 3453
97-102 1,076 2,131 2,293
97-103 0,602 2,223 1,338
97-104 0,300 2,239 0,672
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Microorganismo (n°) Quinolona CA CF BAB D;eAjgr

Metil-CIP 0,97 2,047 1,986

Etil-CIP 0,93 2,172 2,020  Etil-CIP
Propil-CIP 0,57 2,230 1,271
. Butil-CIP 0,30 2,246 0,674
é’g;"r"c"“”sf“““hs 97-100 1,000 1,544 1,544
97-101 0,841 2,169 1,824
97-102 0,616 2,131 1,313
97-103 0,467 2,223 1,038
97-104 0,233 2,239 0,522

Metil-CIP 1,942 2,047 3,975

Etil-CIP 1,942 2,172 4,218 Etil-CIP
Propil-CIP 1,208 2,230 2,694

Butil-CIP 0,469 2,246 1,053

Streptococcus 97-100 1,506 1,544 2325
pneumoniae (22)
97-101 1763 2169  3.824
97-102 1328 2,131 2,830
97-103 1065 2223 2367
97-104 0,500 2239 1,120

Cuadro 3.37. Valores de actividad antimicrobiana relativa (CA), biodisponibilidad
oral relativa (CF) y balance actividad-biodisponibilidad (BAB) para los homdlogos del
ciprofloxacino pertenecientes a ambas series en todos los microorganismos estudiados y

eleccion del mejor candidato en cada caso.






Capitulo IV: Discusion

4.1. SELECCION DE LAS QUINOLONAS EN ESTUDIO

Las fluoroquinolonas se han convertido en agentes importantes en
quimioterapia, especialmente en pacientes con infecciones graves que
requieran farmacos potentes administrados por via oral. Sin embargo, la
aparicion de resistencias ha llevado a la busqueda de nuevas moléculas.

Durante afios se ha creido que los homodlogos por alquilacion simple
en la posicion 4’N del anillo piperacinico del ciprofloxacino eran menos

activos que el farmaco del que derivan (75, 195, 243). Ademas se dealquilan
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para dar ciprofloxacino como metabolito por lo que se han considerado en

ocasiones como profarmacos (160).

Posiblemente por estos motivos, las quinolonas comercializadas mas
recientemente son diferentes del ciprofloxacino e incluyen modificaciones en
el nucleo base de la benzopiridona (75, 76, 251) lo que ha conducido a la
obtencion de nuevas quinolonas, mas activas (34, 56, 76) pero, en muchos
casos, mas toxicas, hasta el punto de que algunas han sido retiradas del
mercado tras haberse demostrado su toxicidad a medio o largo plazo (1, 10,
277).

Por el contrario, series de compuestos como los derivados 4’N-
alquilciprofloxacino no se suelen incluir en los estudios de disefio de
farmacos para uso humano. No obstante, ya desde 1990 existen trabajos en la
bibliografia que demuestran que estos compuestos son mas activos que el
ciprofloxacino e incluso se absorben mas eficazmente en el tracto intestinal
de algunos animales (87, 116). Ademés no deben considerarse como

profarmacos ya que su metabolismo es lento.

Por este motivo, se han sintetizado varios elementos homdlogos
pertenecientes a dos series: 4’N-alquilciprofloxacino y 3’metil,4’N-alquil-
ciprofloxacino (Figura 2.1), con los que se pretende obtener un aumento en la
biodisponibilidad manteniendo la actividad. Esta es la hipotesis de trabajo del
Proyecto de Investigacion SAF 96-1710 titulado ‘“Prediccion de la
biodisponibilidad en los estudios de desarrollo de farmacos: nuevas
quinolonas”. Para desarrollar los objetivos de este proyecto, es necesaria la
determinacion de la actividad antibacteriana, como parametro
microbiolégico, y relacionarlo con la biodisponibilidad, como parametro

farmacocinético tomando el ciprofloxacino como referencia.
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4.2. ESTUDIOS DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

El estudio de la actividad realizado pretende comprobar si las
propiedades antibacterianas de estos compuestos, junto a la mejora de la
biodisponibilidad que se les asocia, justifican un estudio mas profundo de

estas moléculas para valorar su posible utilizacion terapéutica.

En la realizacion de este trabajo, inicialmente se utilizaron varias
cepas de referencia de la ATCC para el calculo de la CMI, con el fin de tener
una primera aproximacion de resultados en los nuevos homologos. Se
pretendia comprobar si tras la adicion de los correspondientes radicales se

mantenia el espectro y la actividad con respecto al ciprofloxacino.

Se ampli6 luego el estudio a los microorganismos que presentaron
mejor actividad que el farmaco patron, es decir, algunas especies de Gram
negativos y Gram positivos en general, incluyendo varios géneros y cepas
resistentes a meticilina y/o ciprofloxacino para investigar si estos homologos
podrian ser una solucion ante el importante problema de resistencias. No
obstante, los resultados no mejoraron de manera significativa la actividad del

compuesto de referencia en las cepas resistentes.

Se decidi6 finalmente, obtener informacién general acerca de la
actividad de estas sustancias y comprobar si los resultados preliminares

obtenidos son caracteristica de cepa o de género.

Para determinar si la actividad del derivado es la misma que la del
ciprofloxacino se compara la media geométrica de las CMIs. Ademas, para
confirmar si tiene la misma actividad se compara también la CMI cepa a
cepa, considerando que diferencias menores de 2 diluciones log, no son

significativas.
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4.2.1. Serie 4’N-alquilciprofloxacino

La media geométrica y la concordancia de los compuestos de esta
serie comparadas con las del ciprofloxacino se muestran en los Cuadros 4.1 y
4.2, respectivamente. Sin duda, los compuestos mds activos de esta serie son

los que llevan un grupo metilo o etilo en posicion 4’N.

MEDIA GEOMETRICA
Microorganismo
CIP Metil-CIP Etil-CIP Propil-CIP Butil-CIP
Escherichia coli 0,014 0,041 0,029 0,090 0,343

Acinetobacter calcoaceticus 0,378 0,046 0,091 0,208 0,660

Achromobacter spp. 2,619 2,245 2,828 4,666 12,699
Moraxella catarrhalis 0,037 0,021 0,033 0,062 0,126
Staphylococcus aureus 0,305 0,071 0,066 0,138 0,305
SCN 0,155 0,108 0,077 0,134 0,277
Enterococcus faecalis 0,637 0,660 0,683 1,110 2,144

Streptococcus pneumoniae 1,554 0,801 0,801 1,288 3,311

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.1. Medias geométricas del ciprofloxacino y los compuestos homologos

4’N-alquilicos para las cepas ensayadas.

Segun el criterio adoptado, la actividad del derivado 4’N-metilado
coincide con la del ciprofloxacino en el 88,1% del total de las cepas

ensayadas, mientras el 10,6% y1,3% del total de las cepas tuvieron una CMI
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8 6 16 veces menor que las del patron, respectivamente. Si se utiliza un
criterio de concordancia mas restrictivo (£1 log,) el porcentaje de similitud
total es del 59,2%, y, de nuevo, el resto se debe a una mejor actividad en
todos los microorganismos, a excepcion de E. coli en el que la concordancia
es del 30%. Por otra parte, las media geométrica de las CMlIs del derivado es
inferior a la del ciprofloxacino en todos los microorganismos estudiados a
excepcion de E. coliy E. faecalis.

En resumen, el derivado 4’N-metilciprofloxacino presenta la misma
actividad que el patron en E. faecalis. En la especie E. coli depende del
criterio que se utilice. Es claramente mas activo en el resto de las especies
ensayadas; destaca A. calcoaceticus y S. aureus en las que la media

geométrica es 8,3 y 4,3 veces menor, respectivamente, a la de ciprofloxacino.

En el homodlogo 4’N-etilico, el porcentaje de concordancia total con el
ciprofloxacino es del 96,9%, pero de nuevo el resto se debe a una mayor
actividad de este compuesto. A esta misma conclusion se llega al comparar
segun el criterio de concordancia de +1 log; el porcentaje de similitud que en
total es del 68,9%, ya que solo en E. coli la actividad del derivado es inferior,
siendo la concordancia del 70%.

Esto se confirma también al comparar la media geométrica de las
CMIs, siendo inferior la del derivado en todos los microorganismos
estudiados a excepcion de E. coli, Achromobacter spp. y E. faecalis.

En resumen, el derivado 4’N-etilciprofloxacino presenta la misma
actividad que el patrén en las especies: E. coli, Achromobacter spp. y E.
faecalis. Es mas activo en el resto de las especies ensayadas, destacando A.
calcoaceticus, S. aureus y los SCN en las que la media geométrica es 4,2, 4,6

y 2,0 veces menor a la de ciprofloxacino, respectivamente.
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Microorganismo

Metil-CIP Etil-CIP

Propil-CIP

Butil-CIP

+2 log, =+1log, £2log, =1 log,

+2 log, +1log, +2 log, =1 log,

Escherichia coli

Acinetobacter
calcoaceticus

Achromobacter
Spp.

Moraxella
catarrhalis

Staphylococcus
aureus

SCN

Enterococcus
faecalis

Streptococcus
pneumoniae

% total

100%  30%  100%  70%

0,
10% 0% g0 10%
80% (3 logy) L0% (2log) O 80% (2 logs)
" 21 80% (-3 logy) 10% (-3 logy) oo 2
10% (4 log) o0 128 10% (-3 log,)

100% 944%  100%  100%

5,6%(-2 logy)

100%  20% 1000, « 95%

10% (-2 log,) 5% (-2 logy)

0% 0%
95% 95% i 85% 85%(-2(Iog2)

-2 lo;
5% (3log) gy ((_3 s gglz)) 15% (3102) {500 (3108

100% 100% 100% _83%

15% (-2 logy)
100% 100% 100%  100%

100% %1% 100% | 90:9%

40,9% (-2 log:) 9,1%(-2 log,)

59,2%

10,6% (-3 log,)
106% (3log)  3,1% (3log) 3,05 O

L3%(410g) ) 30 (4 l0g,)

25%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

90,6%

10%

90%

10% (-2 log,)

88,9%

95%

90%

10% (-2 logy)

100%

100%

100%

84,2%

2,5% (-2 logy)

10%

100%

55,6%

100%

100%

100%

100%

100%

83,2%

10%

95%

16,7%

25%

100%

100%

25%

86,4%

57,3%

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.2. Porcentaje de concordancia de los derivados 4’N-alquilicos con

respecto a ciprofloxacino.
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El derivado 4’N-propilico presenta un porcentaje de concordancia
total de 90,6%, siendo del 100% en todos los microorganismos a excepcion
de E. coli en el que es del 25%. Al comparar el porcentaje de similitud segun
el criterio de concordancia de +1 log, se observa que es del 84,2%, siendo la
diferencia hasta el 100% debida a una peor actividad, aunque un 2,5% del
porcentaje total se debe a que las CMIs del derivado son 4 veces inferiores a
las del ciprofloxacino en las especies A. calcoaceticus 'y S. aureus.

Por otro lado, la media geométrica de las CMIs del homologo es
inferior a la del ciprofloxacino en 4. calcoaceticus, S. aureus, SCN y S.
prneumoniae, por lo que en estos microorganismos la actividad del derivado
es mayor. Presenta la misma actividad en Achromobacter spp., M. catarrhalis

y E. faecalis y es menos activo en E. coli.

Siguiendo el mismo criterio que en los casos anteriores, el compuesto
4’N-butilico es el que muestra peor actividad, aunque el porcentaje de
concordancia con el ciprofloxacino es del 100% en todas las especies a
excepcion de Achromobacter spp. y E. coli, siendo el porcentaje total del
83,2%. Sin embargo, al utilizar el criterio de +1 log, solo en los
microorganismos S. aureus y SCN el porcentaje es del 100%. Por otro lado,
la media geométrica es mayor a la del ciprofloxacino en todas las especies a
excepcion de A. calcoaceticus en el que el valor coincide. De este modo se
puede afirmar que la actividad del homdlogo 4’N-butilciprofloxacino es la
misma que la del patron en A. calcoaceticus, S. aureus, SCN y S.
pneumoniae. Es inferior en E. coli y Achromobacter spp. En M. catarrhalis y
E. faecalis la actividad del homologo es igual o inferior a la de ciprofloxacino

dependiendo del criterio utilizado.
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Por tanto, aunque la actividad de los compuestos de esta serie depende
en gran medida del microorganismo que se considere, se puede afirmar sin
lugar a dudas que los compuestos con un radical metilo o etilo son los mas
activos a excepcion de E. coli en el que el ciprofloxacino presenta una
actividad ligeramente superior. Un dato curioso es que de forma general,
4’N-metilciprofloxacino es el compuesto mdas activo frente a los Gram
negativos (a excepcion de E. coli), mientras que el derivado etilado es el mas
activo frente a los Gram positivos. No obstante, 4’N-propilciprofloxacino
también presenta mejor actividad que el patron en los microorganismos Gram
positivos (a excepcion de E. faecalis) y A. calcoaceticus. 4’N-
butilciprofloxacino no presenta mejor actividad que el patron en ningin caso,

si bien en los microorganismos ya mencionados la actividad es la misma.

4.2.2. Serie 3’metil,4’N-alquilciprofloxacino

En los Cuadros 4.3 y 4.4 se muestran la media geométrica y la

concordancia de los compuestos de esta serie con respecto al ciprofloxacino.

Segun el criterio adoptado, la actividad del derivado 97-100 coincide
con la del ciprofloxacino en el 99,4% del total de las cepas ensayadas, siendo
del 100% en todos los microorganismos estudiados, a excepcion de E. coli en
cuyo caso es del 95%. Si se adopta un criterio de concordancia mas
restrictivo (+1 logy) el porcentaje de similitud total es del 97,5%, donde el
2,5% restante se debe a una mejor actividad de este compuesto en A.
calcoaceticus 'y M. catarrhalis. Sin embargo, la media geométrica de las
CMlIs del derivado es inferior a la del ciprofloxacino en todos los

microorganismos estudiados a excepcion de E. coli y E. faecalis.
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En resumen, el derivado 97-100 presenta la misma actividad que el
patron en E. coli y E. faecalis. Es ligeramente mas activo en el resto de las
especies ensayadas, destacando A. calcoaceticus en el que la media

geométrica es 2,1 veces menor a la del ciprofloxacino.

MEDIA GEOMETRICA
Microorganismo
CIP  97-100 97-101 97-102 97-103 97-104
Escherichia coli 0,014 0,017 0,043 0,087 0,187 0,321

Acinetobacter calcoaceticus 0,378 0,180 0,071 0,1610 0,354 0,707

Achromobacter spp. 2,619 1,852 4320 8,314 18,665 33,256
Moraxella catarrhalis 0,037 0,035 0,029 0,054 0,060 0,121
Staphylococcus aureus 0,305 0,188 0,105 0,143 0,176 0,337
SCN 0,155 0,112 0,098 0,144 0,258 0,518
Enterococcus faecalis 0,637 0,673 0,758 1,035 1,366 2,732

Streptococcus pneumoniae 1,554 1,032 0,882 1,171 1,460 3,109

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.3. Medias geométricas del ciprofloxacino y los derivados homologos

3’metil,4’N-alquilicos para las cepas ensayadas.

En el homologo 97-101, el porcentaje de concordancia total con el
ciprofloxacino es del 95%, y, de nuevo, el resto se debe a una mayor
actividad de este compuesto en 4. calcoaceticus, ya que en esta especie el

30% y 5% de las cepas ensayadas presentan CMIs 8 6 16 veces menor que
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las del ciprofloxacino, respectivamente. No obstante, al comparar segin el
criterio de concordancia de =1 log, el porcentaje de similitud es en total del
71,9%, pero so6lo en E. coli la actividad del derivado es inferior, siendo la
concordancia del 50%.

Si se tiene en consideracion la media geométrica de las CMIs, la del
derivado es inferior en todos los microorganismos estudiados a excepcion de
E. coli, Achromobacter spp. y E. faecalis.

En resumen, el derivado 97-101 presenta la misma actividad que el
ciprofloxacino en E. faecalis y Achromobacter spp. Es inferior en E. coli y
claramente mayor en el resto de las especies ensayadas, destacando A.
calcoaceticus y S. aureus en las que la media geométrica es 5,3 y 2,9 veces

menor a la del patron, respectivamente.

El derivado 97-102 presenta un porcentaje de concordancia total del
91,3%, siendo del 100% en todos los microorganismos a excepcion de E. coli
en el que es del 30%. Al comparar el porcentaje de similitud segln el criterio
de concordancia de £1 log, se observa que es del 74,1%, siendo la diferencia
hasta el 100% debida a una peor actividad en E. coli y Achromobacter spp.,
aunque un 5% de este porcentaje total se debe a que las CMlIs del derivado
son 4 veces inferiores a las del ciprofloxacino en las especies A.

calcoaceticus, M. catarrhalis y S. aureus.

Por otro lado, la media geométrica de las CMIs de este homdlogo es
inferior a la del ciprofloxacino en A. calcoaceticus, S. aureus, SCN y S.
pneumoniae, por lo que en estos microorganismos la actividad del derivado
es mayor. Presenta la misma actividad en E. faecalis y es menor en E. coli.

La actividad frente a Achromobacter spp. depende del criterio adoptado.
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97-100 97-101 97-102 97-103 97-104

Microorganismo
+2 log, +1 log, +2 log, +1 log, £2 log, *1 log, £2 log, *1 log, +2 log, *1 log,

Escherichia coli  95% 95% 95% 50% 30% 10% 10% 0% 10% 0%

0,
Acinetobacter 65% %
i 100% | 90% 000 @i 100% 7137 100% 100% 100% 95%
calcoaceticus 10% 2108) oy %3 lom) 25% (2 logs)

f;;mm"b““” 100% 100% 100% 94,4% 100% 27,8% 27,8% 0% 16,7% 0%
Moraxella 100% 2%  100% 95% 100% 9% 100% 95% 95% 30%
catarrhalis 5% (-2 loga) 5% (-2 logs) 5% (-2 logs)
Staphylococeus 1001 100% 100% _30%  100% 90%  100% 100% 100% 100%
aureus 50% (-2 log>) 10% (-2 logz)
SCN 100% 100% 100% | 0% ' 100% 100% 100% 100% 100% 30%
ji;”;f;;’g"““s 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 90% 90% 0%
j;r:lff:(f}fi‘;"eus 100% 100% 100% 29:9% 100% 100% 100% 100% 100% 90,9%
o, 71,9% 74,1%
% total  99,4% 9T:5% 9% wii) 913% 'sica’ 79.7% 73,1% 76,5% 43,2%
.9% (-2 logy) 0,6% (-4 log) 0:6"/:5:4123; logs)

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.4. Porcentaje de concordancia de los derivados 3 'metil, 4’ N-alquilicos

con respecto a ciprofloxacino.



Discusion 238

Para el compuesto 97-103 el porcentaje de concordancia con el
ciprofloxacino es del 100% en todas las especies a excepcion de E. coli y
Achromobacter spp. siendo el total de 79,7%. Lo mismo se observa al utilizar
el criterio de £1 logy, aunque en las especies M. catarrhalis y E. faecalis la
concordancia baja a 95% y 90%, respectivamente.

Por otro lado, la media geométrica de este derivado es inferior a la del
ciprofloxacino en A. calcoaceticus, S. aureus y S. pneumoniae en los que la
actividad del homologo es ligeramente mayor. Presenta la misma actividad
en M. catarrhalis, E. faecalis y los SCN y es menor en E. coli y

Achromobacter spp.

El derivado 97-104 es el que muestra peor actividad de la serie, con
un porcentaje de concordancia total de 76,5%, 6 43,2% segun el criterio
escogido, aunque es superior al 95% con ambos criterios en A. calcoaceticus,
S. aureus y S. pneumoniae. Por otro lado, la media geométrica es mayor a la
del ciprofloxacino en todas las especies. De este modo, la actividad del
homoélogo 97-104 es la misma que la del patron en A. calcoaceticus, S.
aureus y S. pneumoniae. Es inferior para el resto de microorganismos, salvo
en los SCN para los que la actividad es igual o inferior a la de ciprofloxacino

dependiendo del criterio utilizado.

En resumen, aunque la actividad, como en la serie anterior, depende
del microorganismo que se considere, se puede afirmar sin lugar a dudas que
los compuestos 97-100 y 97-101 son los mas activos a excepcion de E. coli
en el que el ciprofloxacino presenta una actividad ligeramente superior. En
general, el derivado 97-101 es el mas activo de todos, siendo el que presenta

la mayor actividad frente a 4. calcoaceticus, M. catarrhalis, S. aureus, SCN
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y S. pneumoniae. Por otro lado, 97-100 es el mas activo frente a
Achromobacter spp. No obstante, 97-102 y 97-103 también presentan mejor
actividad que el ciprofloxacino en los microorganismos A4. calcoaceticus, S.
aureus y S. pneumoniae. 97-104 no presenta mejor actividad que el patron en
ningun caso, si bien en los microorganismos ya mencionados la actividad es

la misma.

Segun lo visto hasta el momento en las dos series homoélogas, se
comprueba lo que ya se adelant6 al comentar la relacion estructura-actividad
de las quinolonas en el capitulo de Antecedentes. Domagala (76) afirma que
la alquilacion del anillo en posicion 7 aumenta la actividad frente a

microorganismos Gram positivos y la semivida (Figura 4.1).

Rs 0 ﬁ

Controla la potencia, el
espectro antibacteriano

y la farmacocinética R7 X3 Tl R,
Los anillos de 5 y 6 miembros R
son los mas activos. 1
Para la eficacia oral se requiere
ademas un nitrogeno basico.
La mejor potencia frente La mejor potencia frente
a Gram positivos: a Gram negativos:
H, HoN —
N N—
R y R

La alquilacion del anillo aumenta la actividad frente Gram
positivos y la semivida.

Figura 4.1. Fragmento de la Figura 1.11.
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Este hecho ha sido comprobado en el presente trabajo, puesto que los
derivados han demostrado mantener o aumentar su actividad en estos
microorganismos, destacando el caso particular de Staphylococcus aureus, en

el que la actividad se mejora.

4.2.3. Heterologos

La media geométrica y la concordancia de los compuestos
heterdlogos ensayados con respecto al ciprofloxacino se muestran en los

Cuadros 4.5 y 4.6, respectivamente.

MEDIA GEOMETRICA
Microorganismo
CIP GRX OFX FLQ SAR SPA
Escherichia coli 0,014 0,025 0,063 0,969 - -

Acinetobacter calcoaceticus 0,378 0,058 0,354 1,072 - -

Achromobacter spp. 2,619 2,333 4,000 34,562 - -
Moraxella catarrhalis 0,037 0,014 0,082 - 0,038 0,011
Staphylococcus aureus 0,305 0,073 0,276 1,179 - -
SCN 0,155 0,046 0,268 4438 0,139 0,074
Enterococcus faecalis 0,637 0,248 1,625 4,438 1,464 0,377
Streptococcus pneumoniae 1,554 0,210 1,328 - 1,587 0,372

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.5. Medias geométricas del ciprofloxacino y los compuestos heterologos

para las cepas ensayadas.
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Segun el criterio adoptado, la actividad del grepafloxacino coincide
con la del ciprofloxacino en el 79,6% del total de las cepas ensayadas, aunque
el resto se debe a una mayor actividad de este compuesto, ya que el 17,6% y
2,8% del total de las cepas tuvieron una CMI 8 6 16 veces menor que las del
patron, respectivamente.

Si se utiliza un criterio de concordancia mas restrictivo (=1 logy) el
porcentaje de similitud total es del 43,1%, pero de nuevo la diferencia hasta
el 100% se debe a una mejor actividad del grepafloxacino en todos los
microorganismos ensayados, a excepcion de E. coli en el que la concordancia
es del 75%.

Comparando las medias geométricas de las CMIs, se observa que la
del grepafloxacino es inferior a la del ciprofloxacino en todos los
microorganismos estudiados a excepcion de E. coli.

De todo esto se resume que el grepafloxacino es mas activo que el
patron en todos los microorganismos estudiados a excepcion de E. coli, en el

que la actividad de ambos compuestos es similar.

El ofloxacino presenta una actividad muy similar a la del
ciprofloxacino, siendo la concordancia del 100% en todas las especies
estudiadas a excepcion de E. coli en el que es de 60%. Si se utiliza el criterio
de =1 log, la concordancia total disminuye a 79,8%.

Por otro lado, la media geométrica del ofloxacino es ligeramente
inferior a la del ciprofloxacino en A. calcoaceticus, S. aureus y S.
pneumoniae, por lo que su actividad es algo mayor a la del patron en estos
microorganismos. En los SCN es similar, es claramente inferior en E. coli, y
dependiendo del criterio adoptado es mayor o menor en Achromobacter spp.,

M. catarrhalis y E. faecalis.
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Microorganismo

GRX

+2 log,

OFX FLQ SAR SPA

+1 log, +2 log, *+1 log, +2 log, +1 log, +2 log, +1log, +2log, =1 log,

Escherichia coli

Acinetobacter
calcoaceticus

Achromobacter
spp.

Moraxella
catarrhalis

Staphylococcus
aureus

SCN

Enterococcus
faecalis

Streptococcus
pneumoniae

% total

100%

35%

65% (-3 log,)

100%

95%

5% (-3 logz)

90%

10% (-3 log:)

80%

20% (-3 log:)

100%

36,4%
40,9%(-3log>)
22,7%(-4log:)

79,6%
17,6%(-3log)
2,8%(-4 log,)

75%

0%
35% (-2 logy)
65% (-3 logy)

100%

60%
35% (-2 logy)
5% (-3logz)

10%
80% (-2 logy)
10% (-3 logz)

35%
45% (-2 log)
20% (-3 log)

65%

35% (-2 logy)

0%
36,4%(-2log,)
40,9%(-3log,)
22,7%(-4log,)

43,1%
33,3%(-2log,)
17,6%(-3log:)
2,8% (-4 logy)

60%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

95%

15% 0% 0%

100% 95% 55%

83,3% 5,6% 5,6%

90%
80% 100% _90% e

- - 5% (21082) So1 (4 10g,)

100% 95% 10%

100% 0% 0% 100% 100% 100%

60% 35% 0% 100% 80% 100%

100% 100% 100% 38,3%

— — 41,7%(-3 logy)

54,60
79.8% 28.8% 8.8% 100% 8%1% 256%

11,7%(-3logs)
13% (2102) | 30,3100 :13,‘77/"/;(;‘3:23
3% (-

35%
55% (-2 logy)
5% (-3 logy)
5% (-4 log,)

80%

20% (-2 logy)

95%

5% (-2 log,)

[")
8,3%
58,3%(-2 logz)
41,7%(-3 log,)

43,2%

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.6. Porcentaje de concordancia de los compuestos heterologos con

respecto a ciprofloxacino.
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El flumequino es el compuesto que muestra peor actividad, con un
porcentaje de concordancia total de 28,8%, 6 8,8% segun el criterio escogido,
aunque es del 95% con el criterio mas permisivo en 4. calcoaceticus y S.
aureus. Por otro lado, la media geométrica es mayor a la del ciprofloxacino
en todos los microorganismos. De este modo, se puede afirmar que la

actividad del flumequino es inferior para todas las especies ensayadas.

El sarafloxacino también presenta una actividad muy similar a
ciprofloxacino, siendo la concordancia del 100% en el total de las cepas
ensayadas. Si se utiliza el criterio de =1 log, la concordancia total disminuye
a 92,5% pero un 1,25% del total se debe a una diferencia de dos diluciones
menor en M. catarrhalis. Solo la media geométrica del sarafloxacino en los
SCN es ligeramente inferior a la del ciprofloxacino.

En resumen, la actividad de este compuesto coincide con la del
ciprofloxacino en todas las cepas estudiadas a excepcion de E. faecalis, que

es menor o igual segun el criterio elegido.

Por ultimo, el esparfloxacino, presenta una concordancia total de
87,1% y 54,6% segin ambos criterios, pero se debe a una mayor actividad.
Lo mismo se observa al comparar las medias geométricas de las CMIs que en
todos los casos es inferior a la del ciprofloxacino. Su actividad es pues,

mayor a la del compuesto de referencia.

Como conclusioén, el grepafloxacino es el compuesto mas activo de
entre los heterdlogos estudiados, siendo el que presenta la mayor actividad
frente a todos los microorganismos ensayados a excepcion de las especies E.

coli, para la que el ciprofloxacino continia siendo el més activo y M.
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catarrhalis para la que la actividad del esparfloxacino es mayor. El
flumequino es el compuesto menos activo de todos y ofloxacino y

sarafloxacino presentan una actividad muy similar a la del ciprofloxacino.

En resumen, los parametros de actividad obtenidos para los
heterdlogos proveen una escala coherente con los datos de la bibliografia.
Este hecho confirma la validez del método utilizado para la interpretacion de

los resultados en lo que respecta a la actividad.

4.3. CURVAS DE LETALIDAD EN Staphylococcus aureus ATCC
25923

Las investigaciones iniciales sobre cualquier antimicrobiano y por
ello, de las quinolonas, comienzan con las determinaciones de la CMI. Este
procedimiento, aunque conveniente y bien establecido, se trata de un
pardmetro estatico pues permite comparaciones entre distintas sustancias
respecto a su capacidad de inhibir la multiplicacion de las bacterias, pero no
refleja la actividad bactericida. Por ello, con farmacos bactericidas como las
quinolonas, es importante caracterizar esta actividad. Un método utilizado
comunmente para establecer la actividad bactericida es el estudio de las

curvas de letalidad a concentraciones multiples de la CMI del farmaco.

Las curvas de letalidad proporcionan informacion dindmica sobre el
crecimiento y la letalidad de los microorganismos, parametros importantes en
clinica, sobre todo en infecciones tales como endocarditis, meningitis,

osteomielitis, en las que es importante que el antibidtico sea bactericida y que
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la accidn sea rapida. Sin embargo, este método plantea un problema debido a
que la comparacion entre fAirmacos de las graficas generadas por los datos

obtenidos tras el estudio no es rapido ni facil.

Se ha seleccionado como paradigma un microorganismo,
Staphylococcus aureus, y los compuestos de ambas series que demostraron
ser mas activos frente a este microorganismo con el fin de establecer la
existencia de diferencias en cuanto a letalidad por adiciéon de radicales
alquilicos en posicion 4°N al ciprofloxacino y, de este modo, proporcionar

informacion dinamica y adicional a las CMIs.

4.3.1. Eleccion del modelo para el ajustado de las curvas de

letalidad: justificacion

Una vez determinadas las ufc/ml en cada tiempo y concentracion
segin el procedimiento descrito en el epigrafe 2.4.3, se busca la funcion
matematica que mejor se ajusta a los datos experimentales con el fin de
determinar el tipo de cinética y poder estimar la constante de letalidad. Los
antibidticos pueden mostrar distintas cinéticas, de las cuales las mas

frecuentes son la monoexponencial, y la biexponencial o bifdsica, cuyas

ecuaciones han sido descritas con anterioridad.

En nuestro caso se procedio al ajustado de las curvas de letalidad para
cada antibiotico segiin ambas cinéticas. La monoexponencial dio mejores
resultados cualquiera que fuera el método para compararlas: coeficiente de
correlacion, precision de parametros, F de Snedecor y criterio de Akaike. Los
dos ultimos de hecho penalizan el incremento del nlimero de parametros que

introduce la ecuacion biexponencial.
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Se eligio utilizar los logaritmos de las ufc/ml puesto que al ser
nimeros mucho menores el ajustado es en gran medida mas fiable,
conclusion a la que se llegd tras comparar los pardmetros utilizados como
criterios para medir la bondad del ajustado.

No obstante se pueden emplear los logaritmos neperianos o decimales
de las ufc/ml. Aunque en la mayoria de los trabajos revisados se emplean
estos ultimos, se ha seleccionado los logaritmos neperianos de las ufc/ml
como variable dependiente porque, de este modo, el valor de la pendiente de
la recta proporciona directamente la constante de velocidad de letalidad y no

es necesario corregirla por el factor 2,303 para obtener su valor.

Por otro lado, graficamente parece observarse un periodo de latencia a
la CMI, por lo que se ensayod el ajustado monoexponencial incluyendo un
nuevo término, tp, que permite estimar su duracion. No se encontraron
diferencias significativas en la bondad del ajustado, y dado que conlleva la

pérdida de un grado de libertad, este modelo no se considerd adecuado.

En tultima instancia se procedi6é al ajustado conjunto de todas las
concentraciones ensayadas para cada quinolona. Este modelo resulto ser el
mas ventajoso ya que representa un notable incremento de los grados de

libertad. De hecho, conlleva una menor desviacién estandar de los

pardmetros. Esta constituye un buen indicador de la fiabilidad del ajustado,
ya que expresa la precision con la que se ha estimado los parametros.

Este modelo proporciona una suma de cuadrados, SC, para todo el

ajustado conjunto, aunque se puede calcular de forma individualizada para
cada concentracion. Al comparar la SC segtn el modelo conjunto para cada
concentracion con el individual, ésta fue inferior, por lo que el ajustado se

considera mas fiable.
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La representacion grafica de los valores residuales frente a los valores
predichos de la variable dependiente nos permite medir la dispersion de los
mismos que, en esta ocasion, es mayor con el ajustado simultaneo; sin
embargo con el modelo individual se obtienen 6 residuales mas. En ambos
casos la distribucion de los puntos es totalmente aleatoria y no muestra

tendencia a la ordenacion.

Por todo ello, se eligi6 como la funcion matematica que mejor se
ajusta a los datos experimentales la ecuacion de la cinética monoexponencial
utilizando un modelo de regresion lineal del ajustado conjunto de los
logaritmos neperianos de las ufc/ml para todas las concentraciones ensayadas

de cada antibidtico estudiado frente al tiempo (epigrafe 3.2 de Resultados).

4.3.2. Estudio comparativo de las curvas de letalidad en

Staphylococcus aureus ATCC 25923

De modo general, para las cuatro quinolonas ensayadas, a /4 CMI no
se observa letalidad; de hecho, la cinética de crecimiento es paralela al
control. En todos los antibidticos a excepcion de 4’N-metilciprofloxacino, a
la CMI parece observarse graficamente un periodo de latencia antes de iniciar
la accion bactericida, que no puede demostrarse desde el punto de vista
matematico. A partir de la CMI la letalidad aumenta con la concentracion y el

tiempo de incubacion.

En este aspecto, se sabe que las quinolonas muestran cinéticas de
letalidad dependientes de la concentracion, alcanzando la constante de
letalidad méxima a la concentracidon bactericida optima (203) que, para las

quinolonas mas recientes tiene lugar cerca de 8 veces su CMI (100). A partir
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de este maximo, la actividad disminuye al incrementar la concentracion,
fendmeno que se conoce, como ya se ha comentado, como efecto paradojico
o efecto Eagle. Con el fin de investigar la posible existencia de este efecto se
realizd un analisis de varianza de las constantes de letalidad con la
concentracion de la sustancia como factor, seguido de una prueba de Scheffé

(a=0,05) cuando fue pertinente.

Los resultados obtenidos sobre S. aureus muestran que en todos los
antibidticos a excepcion de 97-101, la concentracion de 4 CMI no modifica
la cinética de crecimiento respecto al control y sus pendientes no son
estadisticamente diferentes. A partir de la CMI, la letalidad aumenta
significativamente con la concentracion hasta 16 CMI en 4’N-
etilciprofloxacino 6 4 CMI en los demas compuestos. Esta, pues, es la
concentracion bactericida Optima, lo que concuerda con lo publicado para
otras quinolonas (100). Ademas, en ciprofloxacino y 97-101 se observa que
entre 4 y 16 CMI no hay diferencias significativas. En 4’N-
metilciprofloxacino 4, 16 y 64 CMI son estadisticamente el mismo resultado
y en 4’N-etilciprofloxacino tampoco existen diferencias entre 16 y 64 CMI.
A partir de las concentraciones indicadas para cada antibiotico, la letalidad
disminuye de forma significativa confirmandose asi el efecto paraddjico
también para las quinolonas en estudio. Para el 4’N-etilciprofloxacino el
efecto paraddjico observado fue menor que para el resto de compuestos

ensayados.

Por otro lado, en la bibliografia (100) existen datos sobre el tiempo
que necesitan las fluoroquinolonas para disminuir la viabilidad tres

logaritmos, o lo que es lo mismo, el tiempo en que la concentracion es
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bactericida (210), que depende del grupo de bacterias que se considere. Asi
las fluoroquinolonas matan las bacterias Gram negativas mas rapidamente
que los Staphylococcus sp., siendo este tiempo de 1,5 h para
Enterobacteriaceae, de 4 a 6 h para Staphylococcus sp. y mayor o igual a 6 h
para Streptococcus sp. y Enterococcus sp. (100).

Los resultados obtenidos con las quinolonas en estudio son coherentes
con los hallados en la bibliografia, puesto que ninguna concentracion
ensayada es bactericida en un tiempo inferior a cuatro horas y solo las
concentraciones 16 y 64 CMI de 4’N-etilciprofloxacino y 4 CMI de 97-101

son bactericidas en ese tiempo.

Se ha profundizado también en las diferencias en la letalidad de estos
antibioticos, mediante la comparacion entre las constantes de letalidad de las
cuatro quinolonas en estudio sobre S. aureus ATCC 25923 manteniendo fija
la concentracion de antibidtico ensayada. Los resultados del andlisis de
varianza y la prueba de Scheffé (a=0,05) que se presentan en el Cuadro 3.28
son, no obstante, poco informativos. Muestran que la mayor o menor
velocidad de letalidad que manifiestan los distintos antibidticos no sigue
ningin patrén claro respecto a la CMI. Se debe recurrir, pues, a la
concentracion absoluta de estudio para comparar el poder relativo de las
quinolonas. De hecho, la CMI difiere para cada antibidtico.

Ademas, si se compara la concentracion bactericida Optima de las
cuatro quinolonas en términos absolutos se comprueba que si para
ciprofloxacino esta concentracion es 1 y 4 ug/ml, puesto que no existen
diferencias significativas entre 4 y 16 CMI, en sus derivados es normalmente
inferior. Concretamente es 0,25, 1 y 4 pg/ml para 4’N-metilciprofloxacino, 1

y 4 ng/ml para 4’N-etilciprofloxacino y 0,5 y 2 pg/ml para 97-101.
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La representacion grafica de las constantes en ordenadas frente a la
concentracion en abcisas, proporciona un andlisis muy ilustrativo de estos
resultados que permite visualizar tanto la concentracion bactericida Optima
como el efecto paraddjico. En la Figura 4.2 se muestran estas graficas con las
quinolonas en estudio tanto con concentraciones relativas a la CMI como

absolutas.

En resumen, se ha establecido que la dindmica de crecimiento y
letalidad que provocan los homologos del ciprofloxacino es la misma que su
patron en este microorganismo, puesto que la letalidad depende de la
concentracion, siguen la misma cinética bactericida y muestran un efecto
paraddjico similar.

El antibidtico que presenta mayor velocidad de letalidad es el 97-101,
pues resulta bactericida a las cuatro horas de ensayo con la concentracion de
0,5 pg/ml. El 4’N-etilciprofloxacino necesita 1 pg/ml para ser bactericida en
ese tiempo. Esto sugiere que el grupo metilo adicional que presenta el
derivado 97-101 en posicion 3’ con respecto a ciprofloxacino y los
compuestos de la otra serie, pudiera ser responsable de su mayor letalidad
debido a un posible cambio en la diana principal de accion frente a S. aureus.

Este hecho se ha descrito con anterioridad para grepafloxacino y
ciprofloxacino en S. pneumoniae, que actiian sobre la girasa y topoisomerasa
IV, respectivamente. Conviene recordar que la seleccion de la girasa como
primera diana por parte de las quinolonas se asocia con un aumento en la
velocidad de letalidad. Curiosamente, los Gnicos radicales que diferencian al
grepafloxacino del ciprofloxacino son dos grupos metilo en posicion 5y 3°.
Si se cambia el grupo metilo del grepafloxacino de la posicion 5 a la 4’N se

obtiene la estructura del derivado 97-101.
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Figura 4.2. Representacion grdfica de las constantes de letalidad frente a la
concentracion tanto relativa a la CMI (grdfica superior) como absoluta (grdfica inferior) de

las cuatro quinolonas en estudio.
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Para comprobar esta teoria se ensaydo la CMI con cepas que
presentaban mutaciones en las QRDR. Los resultados demostraron que tanto
el ciprofloxacino como sus derivados, incluido el 97-101, seleccionan como
primera diana a la topoisomerasa IV en S. aureus, es decir, no se producen
cambios en la seleccion de la diana intracelular. Sin embargo, cabe la
posibilidad de que la formacion del complejo ternario quinolona-ADN-
topoisomerasa IV se produzca a una concentracion inferior con este
homodlogo, o que la afinidad del derivado por la enzima sea mayor. Ambas

hipotesis se estudiaran en trabajos posteriores.

4.4. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Los parametros de las correlaciones estan expuestos matematicamente
en los cuadros situados en la parte inferior de las Figuras 3.29 a 3.36 en sus
tres vertientes. En estas mismas figuras se exponen graficamente las
obtenidas para todas las quinolonas ensayadas en conjunto, en tanto que en la
Figura 3.37 y en la Figura 3.38 se exponen graficamente las halladas para las

series A y B, respectivamente.

Como se observa, todos los lotes de datos (Cuadros 3.29 y 3.30), en
todas las especies ensayadas, admiten el tratamiento bilineal (122, 156-159,
241). El analisis de las correlaciones se ha realizado segin los métodos
expuestos en el apartado correspondiente del capitulo 2. No se han
considerado factores modificadores estéricos o electronicos como variables

independientes debido a la similitud estructural de los compuestos ensayados.
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Hay que indicar también que los heterdlogos estudiados se han
empleado para la validacion externa de la correlacion y para la interpretacion

de determinados aspectos del trabajo.

4.4.1. Calidad y alcance practico de la correlacion

En general, las correlaciones halladas para el conjunto de todas las
quinolonas son las que poseen peores parametros estadisticos en uno u otro
sentido. Algunas de ellas son deficientes en lo que se refiere a su capacidad
predictiva (valores r, ultima fila) o por la variacion porcentual de los
parametros de las curvas (coeficientes, sobre todo), que suele ser elevada y
hace estadisticamente insegura la validez del modelo elegido, pese a ser
comparativamente mejor para todas las especies microbianas seleccionadas
(excepto E. faecalis), que otros modelos. Pueden aducirse varias razones para

intentar explicar estas anomalias.

4.4.1.1. Heterogeneidad y dispersion de datos

Las sustancias ensayadas son homologas desde el punto de vista
quimico pero no son equivalentes; es decir, su actividad, elemento por
elemento, puede diferir para las especies microbianas ensayadas. Ello se
traduce en una dispersion de resultados en la escala de ordenadas que acarrea
una elevada desviacion estandar de los parametros de las curvas siempre que
se utilizan para establecer la correlacion todos los compuestos disponibles.

De hecho, para algunas especies estudiadas (por ejemplo,
Achromobacter spp., Figura 3.31), las series A y B forman conjuntos

claramente diferentes con niveles de actividad relativamente homogéneos
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para cada serie pero distintos entre ambas. Es obvio que, en estas
condiciones, la dispersion de los datos aumenta. Sin embargo, conviene aqui
resefiar que, considerando las caracteristicas de la expresion bilineal y los
errores de ajustado a los que se presta, se considera aceptable por autores
importantes una desviacion de hasta el 50% en los parametros (302).

En lo que atafie a la bondad del ajustado, que define la capacidad

predictiva de la ecuacion y medible por el coeficiente de correlacion entre

valores experimentales y predichos por el modelo, también la dispersion
puede influir de forma importante. Obsérvese que los valores r hallados para

el conjunto de todas las quinolonas son estadisticamente significativos

(Cuadro 4.7).

4.4.1.2. Numero de datos experimentales

La ecuacion de funcionamiento bilineal posee cuatro parametros: dos
coeficientes (L y R) y dos exponentes (m y n). Se precisan por este motivo al
menos cinco puntos para su aplicacioén practica, lo que supone un grado de
libertad.

En general, cuando existen pocos puntos pero definen bien la
correlacion, se obtienen, entre valores experimentales y tedricos, coeficientes
de correlacion r muy elevados y estadisticamente andlogos o superiores
incluso a los obtenidos para series con gran nuimero de elementos o
candidatos a farmacos. Buenos ejemplos son, a excepcion de E. coli en la
serie A, los hallados en este trabajo para las series A 'y B.

En realidad, la existencia de un numero limitado de datos se
transforma en un problema muy importante cuando faltan puntos

experimentales para definir un tramo concreto de la correlacion. En estos
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casos, no se puede estimar un maximo y se obtiene una recta doble

logaritmica que no es mas que un artefacto matematico, funcional para

algunos elementos de la serie (medios y bajos por lo general), pero carente de

sentido desde un punto de vista global.

Ambeas series Serie A Serie B
Especies seleccionadas
r ] r p r p
Escherichia coli 0,955 <0,0001 0,949 0,0137 0,996 <0,0001
Enterococcus faecalis 0,952 <0,0001 0,989 0,0013 0,991 0,0001
Streptococcus pneumoniae 0,949 <0,0001 0,999 <0,0001 0,961 0,0019
Acinetobacter calcoaceticus 0,920 0,0002 0,988 0,0015 0,985 10,0003
SCN 0,915 0,0002 0,936 0,0193 0,998 <0,0001
Moraxella catarrhalis 0,890 0,0006 0,990 0,0011 0,945 0,0044
Staphylococcus aureus 0,873 0,0010 0,998 0,0001 0,969 0,0014
Achromobacter spp. 0,860 0,0014 0,995 0,0004 0,983 0,0004

SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

Cuadro 4.7. Coeficientes de correlacion entre actividades antibacterianas

determinadas experimentalmente y predichas por el modelo de las quinolonas ensayadas en

las especies seleccionadas, acomparniados de sus correspondientes probabilidades (p) y

ordenadas segun su potencia frente a todas las quinolonas en conjunto.
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4.4.1.3. Distribucidn de los datos

En la serie o series utilizadas existe un numero de quinolonas muy
desigual a uno y otro lado de la gréafica representativa de la correlacion
estructura-actividad. En su parte izquierda, por debajo del valor P=l, en la
escala de abscisas aparecen, como maximo, dos elementos que son también
los cabezas de serie: ciprofloxacino y 3’metilciprofloxacino. Los ocho
restantes se alinean a la derecha de la grafica, en la zona de valores
comprendida entre 1 y 100. Ello hace dificil, en muchos casos, definir con

claridad la rama izquierda de la curva en el modelo bilineal.

Esta dificultad se agudiza cuando se emplean para establecer las
correlaciones estructura-actividad las series A o B por separado, puesto que
estadisticamente solo existe un grado de libertad y so6lo se sitia un elemento a
la izquierda de la gréafica. En la practica, sin embargo, no siempre aparece

este problema.

Parece que el efecto que produce la desigual distribucion de los datos
experimentales resulta, en la practica, menos importante que el de la
dispersion de los mismos, ya que las desviaciones estdndar de los pardmetros
son siempre mucho menores que para el conjunto de todas las quinolonas
ensayadas y los coeficientes de correlacion obtenidos (r, asi como la
inclinacion b y la ordenada en origen a) se traducen en una mayor capacidad

predictiva para las ecuaciones correspondientes.

4.4.1.4. Errores experimentales vy otros factores modificadores

No puede descartarse nunca la influencia de la variabilidad inherente

a cualquier ensayo bioldgico en los resultados.
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Por otro lado, hay que sefialar que algunos compuestos (tanto
homoélogos como heterdlogos) poseen en su molécula ciertas configuraciones
estructurales de caracter estérico, electronico o mixtas que pueden modificar
su comportamiento respecto a los restantes en el sentido de aumentar o
disminuir su CMI prevista o esperada. A veces son muy dificiles de
caracterizar y no es raro que se tomen como errores experimentales; en
realidad, habria que introducir la variable correspondiente a este efecto si se
desea mantener una buena correlacion. Precisamente éste es uno de los
problemas en la obtencidén e interpretacion de las correlaciones estructura-
actividad: el nimero de variables a utilizar. En nuestro caso la seleccion de la
lipofilia ya se ha justificado (31, 120-122, 137, 157, 159, 241, 301, 317) pero

conlleva en ocasiones a alguna imprecision.

4.4.2. Capacidad predictiva

Las correlaciones estructura-actividad descritas hasta aqui son, sin
duda, estadisticamente aceptables. Ello se confirma no obstante, mediante la
validacion externa de la correlacion. Para ello se han seleccionado cuatro
quinolonas: sarafloxacino, esparfloxacino, ofloxacino y grepafloxacino (esta
ultima retirada del mercado en 1999 (10) pero util para fines especulativos
como el que ahora se persigue).

Los valores experimentales de partida se exponen en el Cuadro 3.31.
Todos los heter6logos presentan, en todos los casos, un comportamiento
homogéneo respecto a los compuestos de ambas series, lo que confirma la
bondad de las correlaciones establecidas o, por lo menos, permite suponer
con gran probabilidad que existe. Dicho comportamiento ha intentado

plasmarse en la Figura 4.3.
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En efecto, para todas las especies ensayadas, el ofloxacino,
claramente hidrofilo (P=0,43%0,03) se sitlia siempre por debajo de la linea
representativa de la correlacion y no se aleja sensiblemente de ella en
ninguna de las especies ensayadas. Dicho de otro modo, su actividad se
predice con un error muy bajo en algunos casos (S. pneumoniae y S. aureus,
por ejemplo), en tanto que en otros presenta valores algo mayores, como con
A. calcoaceticus, M. catarrhalis y E. coli. Por su parte, el grepafloxacino,
mas lipéfilo (P=3,31+0,05) se sitia siempre por encima de la linea
representativa de la correlacion. En algunas especies, como Achromobacter
spp., A. calcoaceticus y S. aureus, el error de prediccién es muy pequefio,
(3,43, 27,94 y 37,24%, respectivamente) mientras que en otros casos presenta
valores proporcionalmente mas altos, es decir, es mas activo, como ocurre
con los SCN, M. catarrhalis, E. faecalis y, sobre todo S. pneumoniae (que
mereceria estudio ulterior).

De igual modo, el sarafloxacino y el esparfloxacino, presentan el
mismo comportamiento en los cuatro microorganismos en los que se han
ensayado. El sarafloxacino, mas hidrofilo (P=0,337+0,03) se sitia siempre
por debajo de la linea representativa de la correlacion, como ocurre con el
ofloxacino. Mientras, el esparfloxacino, mas lipofilo (P=1,165+0,095) se
sitia siempre, a semejanza del grepafloxacino, por encima de la linea

representativa de la correlacion.

En lo que se refiere a la validacién externa de la correlacion, el error
de prediccion de los heterdlogos oscila entre 3,43 y 306,85% (Cuadro 4.8).
En concreto, por ejemplo para el grepafloxacino, se obtiene un error entre
3,43 y 37,24% segun la especie considerada, lo que, en términos de actividad,

corresponde a la misma dilucion de CMI. Para otras especies oscila entre
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72,84 y 125,60% lo que equivale a una dilucion log, de diferencia. En S.
pneumoniae y E. faecalis, sin embargo, el error de prediccion es mayor,
306,85% y 187,33%, respectivamente, lo que equivale a una diferencia de
una a dos diluciones de CMI, que en términos de actividad se considera no
significativo. Respecto al ofloxacino, el error de prediccion estd comprendido
entre 26,72% y 73,79%, que en términos de CMI equivale, al igual que para
el grepafloxacino, a una desigualdad de una a dos diluciones, es decir, las
diferencias no son significativas. Esto mismo se observa con el sarafloxacino
y el esparfloxacino cuyo error de prediccion en los microorganismos
ensayados oscila entre 19,68% y 56,58% para el sarafloxacino, y entre
37,25% y 130,50% para el esparfloxacino, lo que, en términos de actividad,
corresponde aproximadamente a la misma o a una dilucion log, de diferencia;

que se considera no significativo.

Estos resultados confirman, pese a la elevada dispersion y a las
desviaciones que ésta produce en los parametros de las curvas, la capacidad

predictiva del modelo bilineal propuesto.

4.4.3. Optimos de lipofilia (P)

En el Cuadro 4.9 se recogen los valores de P, obtenidos para las
diferentes curvas representativas de la correlacion estructura-actividad y
resefados en las Figuras 3.29 a 3.36. En la tabla se observa claramente que
con una sola excepcion (la de Enterococcus faecalis), existe una tendencia a
generar valores Py mas bajos -y, por consiguiente, mas hidréfilos- por parte
de las especies Gram negativas, y mas altos, en cambio -es decir, mas

lipofilos- por parte de las especies Gram positivas.
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Especies , Error Diluciones
seleccionadas Heterélogo prediccion (%) MGicor/MGexp +log,
+
Escherichia coli GRX 72,84 1,728 0.9
OFL 64,34 0,357 -1,4
Acinetobacter GRX 27,94 1,279 +0,6
calcoaceticus OFL 73,79 0,262 -1,9
GRX 3,43 1,034 +0,5
Achromobacter spp.
OFL 62,41 0,376 -1,3
GRX 121,34 2,213 +1,1
OFL 65,11 0,349 -1,4
Moraxella catarrhalis
SAR 23,90 0,761 -0,7
SPA 167,03 2,670 +1,3
Staphylococcus GRX 37,24 1,372 +0,7
aureus OFL 53,27 0,467 -1,1
GRX 125,60 2,256 +1,1
Staphylococcus OFL 59,58 0,404 1,2
coagulasa negativos SAR 19,68 0,803 -0,6
SPA 37,25 1,373 +0,7
GRX 187,33 2,873 +2,0
OFL 60,73 0,393 -0,7
Enterococcus faecalis
SAR 56,58 0,434 1,2
SPA 81,59 1,816 +0,9
GRX 306,85 4,068 +1,4
pneumoniae SAR 35,96 0,640 -0,8
SPA 130,50 2,305 +1,2

Cuadro 4.8. Error de prediccion de los heterdlogos utilizados para la validacion
externa de la correlacion y su equivalencia en términos de actividad. MGy ¥ MGiep,
corresponden a la media geométrica de las CMIs experimentales y teoricas,

respectivamente.
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Figura 4.3. Situacion de grepafloxacino (0), ofloxacino (/\), sarafloxacino () y
esparfloxacino (0) en la grdfica representativa de la correlacion estructura-actividad
establecida para cada especie. Su posicion es basicamente igual en todos los casos,
confirmandose ast la bondad y la funcionalidad de las correlaciones obtenidas en nuestras

condiciones de trabajo.
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Especies ensayadas Todos Serie A Serie B
Escherichia coli 0,08 0,09 0,06
Acinetobacter calcoaceticus 1,02 1,15 0,82
Achromobacter spp. 0,24 0,71 0,14
Moraxella catarrhalis 0,60 0,65 0,46
Staphylococcus aureus 1,66 2,29 0,24
Staphylococcus coagulasa 117 2.94 0.80
negativos

Enterococcus faecalis 0,31 0,62 0,13
Streptococcus pneumoniae 1,41 2,36 1,09

Cuadro 4.9. Valores P, (optimos de lipofilia) obtenidos para las quinolonas
ensayadas, tanto en los ensayos realizados con todas las disponibles como en los

correspondientes a las series A y B.

Como se indica en la Figura 4.4, existe tendencia a la separacion entre
las especies Gram positivas y Gram negativas, al menos para las
seleccionadas en el presente trabajo, con la excepcion de E. faecalis. Esta
zona es, no obstante, muy estrecha, y estd comprendida, para fines practicos,
entre 1,02 y 1,17, valores correspondientes a SCN y A. calcoaceticus,

respectivamente.
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Figura 4.4. Valores dptimos de lipofilia (Po) hallados para las quinolonas en estudio frente a las especies ensayadas sobre una

escala comun util para fines comparativos. Obsérvese que P tiende a ser mdas bajo para las especies Gram negativas [ lqueparalas

Gram positivas [+ - ].
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Si se considera Unicamente las quinolonas de la serie A, esta
tendencia se acentia y se define mucho mas claramente, de modo que, si se
utilizan los datos expuestos en el Cuadro 4.9, la separacion entre Gram
positivos y Gram negativos se ensancha, situandose entre 1,15 (primer Gram
negativo, A. calcoaceticus) y 1,53 (SCN, ultimo Gram positivo).

En la serie B, contrariamente a lo que ocurre con la anterior, los
limites de Py entre especies Gram positivas y Gram negativas se hacen mas
difusos, produciéndose incluso alguna inversion. Ademas los valores de Py se
reducen respecto a la serie A, en especial para los gérmenes Gram positivos.

Asi, la especie 4. calcoaceticus, Gram negativa, se sitla por encima
de las especies de SCN, Gram positivas. No puede decirse, pues, que exista
en este caso una zona de separacion, aunque si de transicion y mixta (por la
situacion de sus componentes). Para las restantes especies se observa, no
obstante, la misma tendencia en cuanto a posiciones: bajas para las Gram
negativas y mas o menos altas para las Gram positivas, aunque todas ellas
presentan valores Py considerablemente menores que los que poseen para los

elementos de la serie A.

También en otros casos, a partir de la comparacion de los valores
(1/MG CMI) para las mismas especies, las diferencias en Py halladas para las
series A y B, comparativamente hablando, podrian tener cierta relacion con la

actividad.

En los ensayos realizados con especies de referencia (cepas ATCC), si
se ajustan aparte las especies Gram negativas y las Gram positivas, se
obtienen valores Py globales que no se alejan mucho de los que se han

comentado anteriormente. Asi, en las curvas de la Figura 4.5, que recogen los
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datos del Cuadro 3.1 del capitulo de Resultados para las cepas de referencia,
se obtiene un valor Py=0,32 para el conjunto de los microorganismos Gram

negativos y un Py=1,04 para el de los Gram positivos.

1000

100

10

1/MG CMI (pg/ml)*

:0.32 [104
1 l/ l!/ 1
041 1 10
Coeficiente de reparto

Figura 4.5. Correlaciones estructura-actividad obtenidas para los componentes de
la serie A frente a las medias geométricas (valores promediados) de los microorganismos
Gram negativos (-*-, curva 1) y Gram positivos (-o-, curva 2) de referencia ATCC, cuyos

valores CMI se indican en el Cuadro 3.1.
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4.4.3.1. Significacidn del optimo de lipofilia

Es posible que las interacciones quinolona-receptor sean las
responsables de la actividad de estos compuestos, pero parece muy posible
también que el factor limitativo de su accion farmacologica sea la
permeabilidad a través de las membranas de los diferentes microorganismos
0, si se quiere, del entorno adyacente al lugar de accion. Si éste fuera el caso,
se podria afirmar, a partir de las observaciones realizadas hasta hoy, que
cuanto mas hidréfilo es el farmaco ensayado, mas probabilidades existen de
que acttie eficazmente sobre los gérmenes Gram negativos (para los cuales el
optimo de lipofilia para las series estudiadas oscila entre 0,05 y 1,45
aproximadamente). Los gérmenes Gram positivos, en cambio, requeririan
para una mayor eficacia, farmacos algo mas lipéfilos (Py entre 1,0 y 3,5

aproximadamente).

Particularizando mas, el ciprofloxacino, su derivado 3’metilado y el
4’N-metilciprofloxacino serian, de todos los ensayados, los mas activos sobre
los microorganismos Gram negativos, en tanto que para los Gram positivos
los candidatos de eleccion deberian buscarse entre el 4’N-etilciprofloxacino,
el  4’N-metilciprofloxacino 'y el  3’metil,4’N-metilciprofloxacino
principalmente. Estos dos ultimos serian también aconsejables para las
especies de cardcter intermedio, cuyo representante mas tipico es aqui
Acinetobacter calcoaceticus. Obsérvese que, de todas las quinolonas
ensayadas, el Uunico elemento comun es el 4’N-metilciprofloxacino,
probablemente el candidato mas completo y polivalente de todos los
ensayados y, curiosamente, no utilizado hasta el momento como
antibacteriano a tenor de los datos bibliograficos disponibles. Estas

observaciones pueden también ser interesantes en principio, para el enfoque
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del diseno y el desarrollo de nuevas quinolonas, en especial cuando se trata
de encontrar firmacos activos contra determinados microorganismos
(especies o cepas resistentes a otros antibacterianos).

Otro punto de interés digno de atencion, que plantea interrogantes de
dificil respuesta, es el hecho de que las membranas de las especies
bacterianas Gram negativas poseen mayor proporcion de lipidos que las de
las Gram positivas, lo que estd en contradicciéon con el comportamiento
general descrito. La bibliografia revela que este comportamiento
aparentemente contradictorio es, también, el que presentan otros agentes
antimicrobianos (120, 176). Por desgracia, la interpretacion biofisica que
hacen del fenémeno algunos autores (177), no es convincente si sélo se
considera la lipofilia intrinseca de la membrana microbiana.

Recientes estudios (119, 185, 219) sobre esta tltima parecen indicar
que la pared celular de los gérmenes Gram positivos -formada, en elevada
proporcion, por peptidoglicanos-, es unas 15 veces mas gruesa que la de los
gérmenes Gram negativos, mucho mas compacta debido a la presencia de
numerosos enlaces transversales oligopeptidicos, que le confieren una
extraordinaria rigidez, y dotada de menor numero de canales acuosos
susceptibles de franquear el paso de moléculas muy hidrofilas al interior de la
célula o, en este caso, a las biofases. La pared celular de los microorganismos
Gram negativos, por el contrario, contiene gran variedad de lipidos,
polisacaridos y proteinas (entre ellas, porinas que parecen implicadas en el
transporte de pequefias moléculas hidrofilas), asi como varias enzimas. Esta
disposicion podria favorecer la formacion de canales hidréfilos que podrian
facilitar el paso de moléculas altamente hidrofilas hasta sus biofases. Esta

ultraestructura podria explicar de forma meramente especulativa los
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resultados obtenidos. Lo cierto es que, hasta el momento actual, no se ha
estudiado este fendmeno, aparentemente paraddjico, que podria ilustrar de

forma indirecta acerca de la constitucion de los microorganismos.

4.5. MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIMICROBIANOS

EN Streptococcus pneumoniae

Con el proposito de conocer la diana especifica de los derivados
alquilados, proporcionar informacion acerca del modo de accidén de estos
compuestos y comprobar si ello permite explicar las diferencias en la
actividad observada con respecto a la de ciprofloxacino, se ha seleccionado
Streptococcus pneumoniae por ser uno de los microorganismos mas

estudiados.

La girasa se ha considerado como la primera diana de las quinolonas
en la mayoria de bacterias Gram negativas (132) y micobacterias (285),
mientras que la topoisomerasa IV parece ser la primera diana de las
fluoroquinolonas en bacterias Gram positivas como S. aureus (91), S.
pneumoniae (204, 226) y Enterococcus sp. (153).

Sin embargo en S. pneumoniae, la actividad bactericida puede
producirse a través de girasa, topoisomerasa [V o ambas, dependiendo de la
estructura de la quinolona (228, 230). Ademas, puesto que ambas enzimas
tienen funciones distintas en la célula bacteriana, la respuesta a las
quinolonas por parte del microorganismo difiere segin cual sea la primera
diana en cada caso (79). Se cree que la formacion del complejo ternario con

la girasa provocaria una muerte rapida de la bacteria, mientras que con la
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topoisomerasa IV seria un proceso lento (148). Asi, como se ha descrito en el
capitulo de Antecedentes (epigrafe 1.3.2), las fluoroquinolonas se pueden
agrupar en tres clases (228, 230) segin el orden de las consecutivas
mutaciones QRDR en las topoisomerasas de mutantes resistentes
seleccionados en S. pneumoniae. El primer grupo selecciona mutaciones
QRDR en la topoisomerasa IV antes que en la girasa (98, 204, 226, 227); un
segundo grupo selecciona las mutaciones en la girasa antes que en la
topoisomerasa IV (9, 98, 99, 230) y finalmente, el tercer grupo selecciona

ambas dianas (124, 125, 228).

La existencia de estos tres grupos pone de manifiesto que la estructura
de las quinolonas determina su modo de accion en S. pneumoniae (9, 230).
Asi recientemente se ha descrito en la bibliografia nuevas sustituciones en las
posiciones C7 y Cg que cambian la primera diana de accidon de topoisomerasa
IV a girasa o a ambas, mejorando en gran medida la actividad antibacteriana

comparada con las quinolonas del grupo del ciprofloxacino (9, 322).

Nuestro estudio se ha restringido a la influencia de la posicion en Cs,
cuyo sustituyente parece determinar no so6lo la potencia sino también la diana
preferente de las fluoroquinolonas. En este sentido se manifiestan Alovero y
col. (9) quienes establecen que el aumento de la potencia que muestra una
nueva serie de fluoroquinolonas idénticas al ciprofloxacino excepto por la
adicion de un grupo bencenosulfonamida en el anillo piperacinico de la
posicidn 7, se asocia con la preferencia de la girasa como primera diana. Este
estudio es coherente con el modelo propuesto por Shen y col. (268) que
postula que el sustituyente en C; esta relacionado con las interacciones
farmaco-enzima. También el estudio de Gootz y col. (111) demuestra que la

adicion de un grupo metilo en el anillo piperacinico del C; de las quinolonas
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parece establecer contactos criticos con la enzima que determina el

reconocimiento de la diana bacteriana in vivo € in vitro.

Segun estas consideraciones es posible formular la hipdtesis, dada la
estructura de las quinolonas en estudio, de que un cambio de la primera diana
de accion pudiera ser responsable de la mayor actividad de estos compuestos
en este microorganismo.

De hecho, estos compuestos, en especial el 97-100, poseen una
estructura intermedia entre quinolonas del grupo uno y dos. En este sentido,
se comprueba que la unica discrepancia estructural de grepafloxacino (Figura
1.4) y gatifloxacino (Figura 1.5) -grupo 2- con respecto a ciprofloxacino
(Figura 1.3) -grupo 1- consiste en dos metilos uno en Cs y otro en 3’ en el
grepafloxacino y un grupo metilo en 3’ y un radical metoxi en Cg en el
gatifloxacino. Es decir, el derivado 97-100 se diferencia del grepafloxacino
en el grupo metilo de Cs, y del gatifloxacino en el grupo metoxi en Cs,
constituyendo un compuesto intermedio entre el ciprofloxacino y estas dos
quinolonas. Por ello, se intentd esclarecer cual es el grupo responsable del
cambio de diana, pues es critico a la hora de decidir la estructura adecuada en

el diseno de farmacos.

Se procedid al ensayo de la actividad antibacteriana de las dos series
de quinolonas en cepas de S. pneumoniae con mutaciones conocidas en las
QRDR de la girasa y topoisomerasa IV de las mismas, cuyos resultados se
presentaron en el capitulo anterior. Se demuestra que la alquilacion simple en
posicion 7 del anillo piperacinico del ciprofloxacino no conduce a un cambio
en la seleccion de la primera diana en S. pneumoniae y la topoisomerasa IV
contintia siendo la principal diana para estos compuestos como lo es para el

patron. Este hecho parece indicar que el grupo responsable del cambio de
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diana es, precisamente, el grupo metilo en Cs del grepafloxacino y el radical

metoxi en Cg del gatifloxacino.

En lo que respecta al gatifloxacino, estas conclusiones ratifican las
expuestas por Fukuda y col. que han intentado esclarecer este mismo aspecto
y, en un trabajo muy reciente (99), demuestran que el grupo metoxi es el
responsable del cambio de diana. Estos autores se apoyan en el estudio de dos
compuestos intermedios entre ciprofloxacino y gatifloxacino; el AM-1147,
que presenta un radical metoxi en Cg, y el AM-1121 que estructuralmente
coincide con el 97-100. Este grupo de investigadores observd que el
ciprofloxacino y el compuesto AM-1121 seleccionaban como primera diana
la topoisomerasa IV, mientras que, por el contrario, el gatifloxacino y el
derivado AM-1147 distinguian en primer lugar a la girasa y presentaban
mayor actividad que los respectivos contrapuestos 8-H frente a la cepa libre
de mutaciones.

De este modo, seria interesante profundizar en la contribucion de los
sustituyentes en C7 y Cg en el establecimiento de la preferencia por la diana y
la actividad antibacteriana, pues permitiria disefiar quinolonas que actuaran

selectivamente en una u otra enzima o en ambas a la vez.

En este contexto se ha investigado acerca de la formacién in vitro del
complejo ternario entre farmaco, ADN y enzima, en presencia de la
topoisomerasa IV, y también de la girasa, con los derivados alquilados del
ciprofloxacino en comparacion con éste. De esta forma se evaluan las
posibles diferencias en la afinidad por la enzima.

Los resultados obtenidos demuestran que la formacién del complejo
ternario depende de la concentracion de quinolona ensayada y que el

ciprofloxacino es el compuesto con menor valor CCys, tanto en presencia de
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girasa como topoisomerasa V. Solo el derivado 97-100 muestra la misma
CCys que el compuesto de referencia. El resto de quinolonas presentan una
CC,s mucho mayor, que parece aumentar con la lipofilia del compuesto. Este
hecho sugiere que la adicion de un grupo alquilico en el anillo piperacinico
de C; del ciprofloxacino no favorece la formacion del “cleavage”. Ademas a
medida que este radical aumenta de tamafio (desde el grupo metilico hasta el
butilico) la CC,5 también aumenta.

Por lo tanto, la hipoétesis inicial debe descartarse, si bien queda
establecido que el sustituyente en C; afecta a las interacciones entre farmaco

y enzima como queda reflejado en la CCys.

En consecuencia, sélo parece restar la acumulacion intracelular como
factor a tener en cuenta, puesto que aunque la afinidad por las dianas
continua siendo el parametro mas importante para conocer la potencia de las
quinolonas, para un microorganismo dado ambos pardmetros dependen de las
propiedades fisicoquimicas de la quinolona.

Como norma general se considera que un tamafio voluminoso, la
carga negativa y un aumento de la hidrofobicidad retrasan la penetracion de
los antibacterianos en los microorganismos Gram negativos a través de los
canales de las porinas (119). Por otro lado, las moléculas hidrofobicas
parecen utilizar una ruta alternativa de difusion a través de lipopolisacéaridos
(54, 219). Algunos autores (19) han demostrado que la hidrofobicidad de los
compuestos parece tener relevancia tanto en Gram positivos como en Gram
negativos, mientras que el elevado peso molecular es un factor limitante s6lo
para los microorganismos Gram negativos. Ademds las moléculas
hidrofobicas cargadas positivamente parecen mostrar una mejor penetracion

en las bacterias Gram positivas. También cabria considerar un posible efecto
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derivado de la bomba de secrecion PmrA, puesto que se cree que la baja
afinidad de algunas quinolonas por estos transportadores contribuye a
aumentar su potencia (132). No obstante es importante destacar que la
expresion de esta bomba en la cepa libre de mutaciones suele ser pequena,
por lo que este efecto no deberia influir en gran medida en la actividad de los

derivados con respecto al ciprofloxacino.

Segun estas observaciones y a la vista de los resultados de que se
dispone parece légico pensar que la mejora en la actividad de estos
compuestos puede deberse a la mayor penetracion de los mismos al interior
de la célula, aunque una vez alli su afinidad por la diana es inferior conforme
aumenta la lipofilia. De esta forma serian dos factores que se contrarrestan el
uno al otro y su equilibrio es lo que se refleja en la CMI. No obstante serian

necesarios estudios de penetracion para comprobar esta hipotesis.

4.6. ELECCION DE CANDIDATOS: BALANCE ACTIVIDAD-
BIODISPONIBILIDAD

Es muy cierto que la actividad y seguridad en su utilizacion
condicionan, en principio, la eleccion de un candidato a farmaco. Sin
embargo, cuando se utiliza la via oral de administracion, el candidato
seleccionado deberia presentar, ademds, unas caracteristicas de
biodisponibilidad apropiadas.

La experiencia ha puesto reiteradamente de manifiesto que muchos
candidatos a fArmacos, al parecer excelentes en lo que se refiere a actividad y

seguridad, no han alcanzado en el mercado el éxito esperado por presentar
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una biodisponibilidad escasa, irregular o variable segun las condiciones de
administracién. Por este motivo, muchos cientificos (280) opinan que los
estudios de desarrollo de farmacos deberian incluir informacion sobre la

biodisponibilidad de los compuestos que se ensayan.

El ciprofloxacino, compuesto base de nuestro estudio, pese a todas las
ventajas que presenta desde el punto de vista farmacoterapéutico (y que le
han situado en el mercado en puestos punteros), no es, en este aspecto, un
modelo de perfeccion. Su biodisponibilidad oral absoluta, mas por
irregularidad y variabilidad que por escasez, es, sin duda, mejorable. De
hecho, en la literatura se citan valores comprendidos entre 0,31 y 0,79 (21,
63, 164, 300), con grandes variaciones interindividuales e intraindividuales
atribuibles a su hidrofilia (P=0,075+0,003 en n-octanol/tampdn acuoso), que
no facilitaria un buen rendimiento en su difusion por membrana (194), a su
superficie util de absorcion en el tracto intestinal, escasa y sometida a
pérdidas por secrecion de la fraccion absorbida hacia el fluido luminal y las
heces en ultimo término (112, 313), a su facilidad de interaccion con
excipientes y coadyuvantes en las operaciones tecnologicas (300), a factores

dietéticos (213) y a otras causas.

No cabe duda de que el hallazgo de una nueva quinolona que uniera
las cualidades farmacoterapéuticas del ciprofloxacino y una mejora en su
biodisponibilidad constituiria un hito importante en la terapéutica con
quinolonas, si bien algunas de ellas cumplen parcialmente estos requisitos. La
mejora no excluye, en modo alguno, la variedad y menos en este caso, en el
que se intenta mantener al maximo las caracteristicas quimicas del

ciprofloxacino, totalmente acreditadas.
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Recordemos que, cuando no existen pérdidas presistémicas
sustanciales (como ocurre con la inmensa mayoria de las quinolonas), un
aumento de lipofilia supone normalmente una absorciéon mas rapida y mas
lucrativa en el tracto intestinal (es decir, un aumento en la biodisponibilidad
absoluta, F), asi como una penetracion mas rapida en tejidos, circunstancias
ambas generalmente favorables para la accion farmacoldgica; el compuesto
de eleccion serd, en condiciones normales, el que se encuentre mas cerca del
optimo de la curva bilineal representativa de la correlacion estructura-
actividad, pero suponiendo que su biodisponiblidad sea adecuada. Si existen
en la serie otros elementos que presentan parecida actividad in vitro (es decir,
una 1/GM CMI similar) el candidato de eleccion deberia ser el que presente
mayor biodisponibilidad. Mas todavia, si existe un elemento muy activo y
poco biodisponible (por ejemplo, 1/MG CMI=18 y F=0,37) y otro con menor
actividad pero con una biodisponibilidad muy superior (1/MG CMI=15 y
F=0,88, por ejemplo), el candidato de eleccion serd, sin duda, este ultimo.

Se podria expresar este hecho abogando por la existencia de un
equilibrio o balance entre actividad y biodisponibilidad que, cuando es
optimo, caracteriza claramente al candidato de eleccion. Y esto nos lleva a
considerar las posibilidades de estimacion de la biodisponibilidad en este tipo
de ensayos.

Parece logico, pues, utilizar para la seleccion de los mejores
candidatos a farmacos (que, por supuesto, deberdn someterse a ulteriores
estudios de toxicidad y, en su caso, a ensayos en fase II y III) dos criterios

fundamentales:

1) Actividad antimicrobiana comparada.
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2) Biodisponibilidad comparada.

de los cuales solo el primero se ha desarrollado en la presente Memoria. Sin
embargo, estimamos que es necesario, de acuerdo con los objetivos del
proyecto global, enfrentar estos datos a los que se poseen, relativos a la
absorcion intestinal intrinseca, obtenidos en ratas. El balance o equilibrio
entre los dos criterios antes citados permitird la seleccion de los candidatos

Optimos.

En el Cuadro 3.37 se muestran los valores de CF, que oscilan entre
1,54 y 2,25 y senalan que los derivados tendrian una biodisponibilidad
aproximadamente doble a la del ciprofloxacino. De este modo, la actividad
esperada frente a la mayoria de especies bacterianas podria, de hecho,
aumentar con respecto a la mostrada in vitro. Cabe sin embargo, que los
valores de biodisponibilidad predicha en la rata difieran de los calculados en
humanos, pero no descartarian su uso en la practica ya que mantendrian su
caracter de escala. Su validez como prediccion se corrobora al comparar los
datos experimentales disponibles (Cuadro 3.36) con lo que pueden aceptarse
como buenas aproximaciones al valor real, y asi evitar las determinaciones de
F4et que resultan, en la practica, tan complejas, prolongadas y engorrosas que
no pueden recomendarse como métodos generales para su inclusion en un

estudio de desarrollo de farmacos.

Por otro lado, se podria argumentar que los derivados 4’N-alquilados
del ciprofloxacino tienden a generar en mayor O menor proporcion
ciprofloxacino como metabolito. No obstante, no deben considerarse
unicamente como profarmacos, como se ha propuesto alguna vez (160), sino

que, como se ha demostrado en la presente Memoria son diferentes del
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farmaco del que derivan tanto en actividad como en biodisponibilidad.
Ademas, ya desde 1990 existen trabajos en la bibliografia que respaldan esta
idea (87, 116). Por ello, podrian utilizarse como candidatos a farmacos e
incluso como modelos de referencia que pueden extrapolarse a cualquier otra

serie de quinolonas que pudieran ensayarse en el futuro.

Relativo a este aspecto, en la bibliografia se ha encontrado un trabajo
realizado con el 4’N-etilciprofloxacino por Cester y Toutain (42). Estos
autores demuestran que tras la administracion de una tnica dosis por via oral
a perros, los niveles de este compuesto son mucho més elevados que los de
su principal metabolito (ciprofloxacino) durante las primeras 6-8 h tras la
administracion, por lo que el 4’N-etilciprofloxacino es el responsable de los
efectos terapéuticos. La cantidad total de ciprofloxacino excretado como
metabolito es alrededor del 40%. Otros trabajos similares mas recientes

sostienen la misma idea (85, 118, 246).

En resumen, para la seleccion de candidatos se ha utilizado, en
principio, el criterio BAB, mas formal que especulativo. Los pardmetros se
exponen en el Cuadro 3.37. Cualquier elemento que posea la misma o similar
actividad que el ciprofloxacino y que mejore la biodisponibilidad oral de éste
es digno de ser seleccionado, sea para la generalidad de los microorganismos
o para un determinado germen en particular. En este sentido, los resultados
de BAB muestran un claro aumento de la eficacia de los derivados relativa a
ciprofloxacino. La seleccion seria definitiva si las pruebas subsiguientes de
desarrollo farmacoldgico y toxicoldgico aconsejaran ulteriores estudios en la
especie humana. En este sentido, en el compuesto patron (ciprofloxacino) y

el 4’N-etilciprofloxacino (enrofloxacino), usados habitualmente en medicina
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humana y veterinaria, respectivamente, estos aspectos son bien conocidos. Es
posible que la existencia de fArmacos similares en su constitucion, utilizados
ya en Terapéutica (por ejemplo, el pefloxacino) haya desviado la atencion y
relegado el estudio de estos derivados hasta el momento. Pero, a tenor de

nuestros resultados, este proceder es injustificado.

En todo caso, a falta de estas pruebas, segiin los valores de BAB
mostrados en el Cuadro 3.37, existen tres compuestos que presentan las

mejores propiedades en conjunto:

» 4’N-metilciprofloxacino. La adicion de un grupo metilo en la
posicion 4°N del ciprofloxacino puede aumentar no sélo su biodisponibilidad
(87), sino también su actividad antibacteriana. De hecho, resulta el
compuesto con mejores propiedades en todos los microorganismos Gram
negativos a excepcion de E. coli. En especial, la eficacia de este compuesto
frente a Acinetobacter calcoaceticus (BAB=17,0) seria mucho mayor que la
del compuesto de referencia. También en Staphylococcus aureus (BAB=8,8)
y Streptococcus pneumoniae (BAB=4,0), aunque no es el derivado de
eleccion, la eficacia de este compuesto seria mayor a la de ciprofloxacino.
Por todo ello, el homoélogo 4’N metilado podria ser un excelente candidato
para reemplazar al compuesto patron en las enfermedades causadas por estos

microorganismos.

» 4’N-etilciprofloxacino. El sustituyente 4’N etilo hace que este
compuesto sea muy eficaz frente a los microorganismos Gram positivos,
siendo el derivado de eleccion en todos los casos. También presenta buenas

propiedades en los microorganismos Gram negativos en especial frente a 4.
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calcoaceticus (BAB=9,0). Seria por ello un buen candidato para reemplazar

al ciprofloxacino.

» 3’-metilciprofloxacino (97-100). La adicion del grupo metilo en
posicion 3’ del ciprofloxacino proporciona una eficacia en general mejor a la
del patron en todas las especies estudiadas. Sin embargo sélo resulta el
candidato de primera eleccion en E. coli, en el que la mayoria de compuestos

son menos activos que el ciprofloxacino.

Conviene destacar ademas que el resto de derivados también podrian
resultar de interés en algunos de los microorganismos estudiados. Asi, frente
a A. calcoaceticus, S. aureus 'y S. pneumoniae todos los homologos presentan
mejores propiedades que el ciprofloxacino y podrian ser eficaces en el
tratamiento de las enfermedades causadas por estas especies. En los demas
microorganismos, a excepcion de E. coli y Achromobacter spp. el aumento
de la eficacia no es tan significativo y depende del compuesto, pero en
general todos muestran mejores propiedades que el ciprofloxacino a

excepcion de los que contienen un radical butilo en 4°N.

Debido a que todos los homologos presentan mejores propiedades que
el ciprofloxacino y podrian ser eficaces en el tratamiento de las enfermedades
causadas por A. calcoaceticus, S. aureus y S. pneumoniae, parece
conveniente comentar el interés que podrian tener en estos casos, puesto que
se trata de microorganismos que se encuentran en el medio hospitalario y se
les implica cada vez con mayor frecuencia, como importantes patdogenos

nosocomiales.
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La neumonia adquirida en la comunidad es una enfermedad comin y
grave, cuyo principal agente causal es S. pneumoniae (que ya se ha
considerado a lo largo de la Memoria), que origina mas del 50% de los casos,
con una mortalidad del 7 al 36% (189). Sin embargo, mas de 100
microorganismos pueden ser el origen de dicha enfermedad (187). Aunque
existe cierto solapamiento, los microorganismos causantes de neumonia
nosocomial difieren enormemente de los que producen la neumonia adquirida
en la comunidad. La neumonia nosocomial ocurre con una frecuencia de 0,5
a 1,5% de todos los pacientes hospitalizados y de 10 a 30% de aquellos
sometidos a ventilacion artificial (88). En ellas, los gérmenes predominantes
son generalmente bacilos Gram negativos y algunos cocos Gram positivos,

especialmente S. aureus (88, 188).

Entre los microorganismos Gram negativos que juegan un papel
importante en las infecciones nosocomiales, el género Acinetobacter ha
atraido la atencion durante las ultimas dos décadas (23). A. calcoaceticus es
un bacilo Gram negativo al que se suele implicar en casos de neumonias
nosocomiales graves, especialmente en enfermos inmunodeprimidos y en
pacientes de las unidades de Cuidados intensivos (UCI) (22). Ademas, se le
ha relacionado con diferentes infecciones nosocomiales incluyendo
bacteriemias, infecciones del tracto urinario y meningitis (22, 23).

Durante los tltimos 20 afios, se ha observado un importante aumento
de resistencia antimicrobiana en Acinetobacter, de manera que las
infecciones producidas por estos microorganismos resultan muy dificiles de
tratar. Hasta entonces se trataban con ¢éxito mediante gentamicina,
minociclina, 4acido nalidixico, ampicilina o carbenicilina. Entre los

antibidticos destinados a resolver los problemas de resistencias se utilizaron
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las fluoroquinolonas, para las que existen datos de sensibilidad
controvertidos, aunque las CMIs estan aumentando cada vez mas (104).

Asi las especies de Acinetobacter tienen una extraordinaria capacidad
para desarrollar mecanismos de resistencia multiples contra la mayoria de
clases de antibidticos. Son resistentes a los betalactamicos de amplio espectro
(cefalosporinas de tercera generacion, carboxipenicilinas y carbapenemes).
Ademas produce un amplio ambito de enzimas inactivantes de
aminoglucoésidos, y ultimamente la mayoria de las cepas son resistentes a las

fluoroquinolonas (23).

Entre los patdégenos Gram positivos, Staphylococcus aureus es uno de
los microorganismos que se aisla con mayor frecuencia en los pacientes con
neumonia nosocomial (88). Ademas es, entre otros, uno de los principales
causantes de la mayoria de los casos de neumonia hospitalaria leve o
moderada, aunque también produce casi todas las neumonias nosocomiales
graves que aparecen en los primeros cinco dias de ingreso hospitalario de
pacientes sin factores de riesgo de infeccion por estos patdogenos (218). De
hecho es la principal causa de muerte por neumonia nosocomial (28).

Esta especie desarrolld una resistencia progresiva a los betalactdmicos
y en los afios 80 emergieron cepas resistentes a meticilina. En consecuencia
la vancomicina se ha convertido en el firmaco de eleccion para el tratamiento
de esta infeccion durante la ultima década basado en pruebas de sensibilidad
y los niveles de antimicrobiano en suero. Sin embargo la mitad de los
pacientes tratados con este farmaco perdieron la vida, por ello mantener los
niveles en tejidos por encima de la CMI es vital para el éxito clinico.
Optimizar el tratamiento y nuevos agentes antimicrobianos proporcionaran

nuevas oportunidades para aumentar el porcentaje de supervivencia (28).
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En conclusion, después de lo expuesto se puede afirmar que los
derivados 4’N-alquilados y, en particular, el metilico y el etilico podrian ser
una buena solucidn para este tipo de infecciones, puesto que han demostrado
ser mas activos que el ciprofloxacino y no pueden considerarse, bajo ningun
concepto, como meros profarmacos del compuesto original. Y si a ello
afiadimos el hecho de que poseen, ademds, una mayor biodisponibilidad, la
consecuencia logica es que deberian estudiarse sus caracteristicas de
toxicidad y seguridad y potenciarse y promocionarse su empleo si, como
parece probable, ambos son innocuos y seguros. De hecho, el derivado
etilado o enrofloxacino goza de un enorme consumo en el campo veterinario
y los conocimientos que se poseen acerca de sus caracteristicas son
alentadores desde este punto de vista. Es posible que su estudio pudiera
simplificarse considerablemente con vistas a su incorporacion al arsenal

terapéutico actual en medicina humana.



Capitulo V': Resumen y conclusiones

La palabra “quinolona” es una transformacion del término 4-oxo-1,4-
dihidro quinoleina, la estructura comun de los derivados de la quinoleina. Al
margen del 4cido oxolinico, al comienzo de la década de los 80, los
laboratorios de investigacion de la industria farmacéutica han puesto en
practica programas destinados a la sintesis de derivados de la 4-quinolona,
haciendo especial hincapi¢ en la obtencion de compuestos cuyo nucleo
comun estad constituido por la 7-piperacino-4-quinolona, a la que se
incorporan uno, dos y hasta tres dtomos de fluor, lo que da lugar a las
denominadas quinolonas fluoradas o fluoroquinolonas, que poseen un

espectro mas amplio y mayor actividad antibacteriana que los compuestos
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precedentes (acido nalidixico, oxolinico, piromidico, pipemidico, cinoxacino,
rosoxacino). Existe un antecedente de quinolona (el flumequino) sintetizado
en 1973, que contiene un atomo de flior en su estructura, pero que no goza
de las caracteristicas farmacocinéticas de las nuevas fluoroquinolonas. La
primera de éstas, el norfloxacino, se sintetizdo en 1980. La ultima no es facil
de averiguar, porque la investigacion en este campo es continua.

Las fluoroquinolonas se han convertido en agentes importantes en
quimioterapia, especialmente en pacientes con infecciones graves que
requieran farmacos potentes administrados por via oral. Sin embargo, la
aparicion de resistencias a las quinolonas, que se han desarrollado durante el
tratamiento con las mismas, ha llevado a la busqueda de nuevas moléculas,
principalmente incluyendo modificaciones en el nucleo base de la
benzopiridona, lo que ha llevado al hallazgo y comercializacion de nuevas
quinolonas, més activas pero, en muchos casos, mas toxicas, hasta el punto
de que algunas han dejado de utilizarse o han sido retiradas del mercado tras

haberse demostrado su peligrosidad a medio o largo plazo.

En este contexto, y en la actualidad, el ciprofloxacino es una de las
quinolonas mas clasicas y de uso mas extendido por su amplio espectro de
accion, su eficacia, su excelente tolerancia y por permitir su administracion
tanto por via parenteral como por via oral, si bien es cierto que presenta el
problema de poseer una biodisponibilidad oral relativamente baja e irregular.
Por este motivo y tomando esta quinolona como referencia de actividad, se
ha intentado sintetizar nuevos derivados con los que se pretende obtener un
aumento en la biodisponibilidad. En esta linea se incluye el Proyecto de
Investigacion SAF 96-1710 titulado “Prediccion de la biodisponibilidad en

los estudios de desarrollo de fArmacos: nuevas quinolonas™.
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La realizacion de este Proyecto va encaminada, entre otros fines, a la
busqueda de nuevas quinolonas mas biodisponibles que las ya existentes,
para su administracion por via oral, y que mantengan o mejoren la actividad
del patrén. Por ello, es necesaria la determinacion de la actividad
antibacteriana, como parametro microbioldgico, y relacionarlo con la
biodisponibilidad, como parametro farmacocinético. Es decir, se pretende
comprobar que el aumento de biodisponibilidad esperado en los derivados
sintetizados no afecta a la actividad antimicrobiana, tanto en su espectro de
accion como en la concentracion necesaria para inhibir el crecimiento de los
microorganismos (CMI).

Para el trabajo con nuevas quinolonas, se han sintetizado varios
elementos homdlogos pertenecientes a dos series: 4’N-alquilciprofloxacino y
3’metil,4’N-alquilciprofloxacino, cuya estructura ya se ha indicado en
capitulos anteriores y cuya actividad constituye el objeto de estudio en la

presente Memoria.

En resumen, en la presente Memoria se ha estudiado y comparado la
actividad de estos homologos pertenecientes a dos series con la del
ciprofloxacino. Para ello, se ha determinado la CMI de los derivados, sobre
160 cepas bacterianas de origen clinico, utilizando el método de diluciones
dobles seriadas en agar Miiller-Hinton siguiendo las especificaciones del

NCCLS.

Ademas se ha estudiado la cinética de letalidad de algunos de estos
compuestos en Staphylococcus aureus ATCC 25923. Este estudio permite
obtener informacidon dinamica sobre el crecimiento y la letalidad de los
microorganismos y proporciona una serie de pardmetros de gran interés en lo

que se refiere al mecanismo de accion.
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Por otro lado, debido a que los antibiodticos estudiados en la presente
Memoria pertenecen a series homologas, ha sido posible establecer relaciones
entre la estructura y la actividad de estos compuestos. Este tipo de relaciones,
se han establecido utilizando como parametro estructural la lipofilia y como

indice de actividad, la inversa de la media geométrica de la CMI.

Por ultimo, se ha investigado acerca del mecanismo de accion de estas
quinolonas a nivel molecular. En concreto, la investigacion se ha centrado en
Streptococcus pneumoniae, determinando los efectos de inhibicion de las
quinolonas ensayadas en la ADN girasa y topoisomerasa IV bacteriana in
vitro, con el proposito de conocer la diana especifica de los derivados
alquilados en comparacion con el ciprofloxacino, proporcionar informacion
acerca del modo de accion de estos compuestos y comprobar si ello permite
explicar las diferencias en la actividad observadas sobre este
microorganismo. Esta ultima parte del trabajo se ha desarrollado en el St.
George’s Hospital Medical School, University of London, bajo la direccion

del Doctor L. M. Fisher.

Del trabajo realizado se extraen las siguientes

CONCLUSIONES

1. La adicion del sustituyente alquilico en 4’N no altera el espectro de
accion del ciprofloxacino. Sin embargo, los compuestos sintetizados

presentan diferente actividad frente a los gérmenes ensayados.

2. Respecto a la serie 4’N-alquilciprofloxacino, el compuesto con un
radical metilo es el mas activo frente a los microorganismos Gram negativos.

El derivado 4’N-etilado es el mas activo frente a los Gram positivos.
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En cuanto a la serie 3’metil,4’N-alquilciprofloxacino, el derivado
metilado (97-101) es el mas activo frente a A. calcoaceticus, M. catarrhalis,
S. aureus, SCN y S. pneumoniae. El derivado no sustituido (97-100) es el
mas activo frente a Achromobacter spp.

En lo que se refiere a los heter6logos estudiados, en general, el
grepafloxacino es el compuesto mas activo. El ofloxacino y el sarafloxacino
presentan una actividad muy similar a la del ciprofloxacino, y el flumequino

es el menos activo.

3. La dindmica de crecimiento y letalidad que presentan los
homologos del ciprofloxacino es la misma que su patron en S. aureus, puesto
que siguen la misma cinética bactericida y muestran un efecto paraddjico
similar. El antibiotico que presenta mayor velocidad de letalidad es el

3’metil,4’N-metilciprofloxacino (97-101).

4. La mayor letalidad del 3’metil,4’N-metilciprofloxacino no se debe
a un cambio en la seleccion de la diana intracelular, puesto que actia en
primer lugar sobre la topoisomerasa IV en S. aureus, al igual que el

ciprofloxacino.

5. La relacion estructura-actividad se ajusta a una ecuacion bilineal y
permite seleccionar el coeficiente de reparto Optimo para las especies
estudiadas. Este optimo de lipofilia coincide con los derivados mas activos.
En general, es mas bajo para los microorganismos Gram negativos y mas

elevado para los Gram positivos.

6. La topoisomerasa IV es la principal diana de los homologos del

ciprofloxacino de ambas series en S. pneumoniae, a semejanza del patron. El
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sustituyente en C; afecta a las interacciones entre farmaco y enzima, segin
queda reflejado en la CC,s de estos compuestos. Sin embargo, no producen
mayor formacion del complejo ternario con la topoisomerasa IV ni con la
girasa, lo que indica que la alquilaciéon en 4’N del anillo piperacinico del

ciprofloxacino no es favorable.

7. Si se utiliza el balance o equilibrio actividad-biodisponibilidad para
la  seleccion de candidatos, destacan tres compuestos: 4’N-
metilciprofloxacino, para todos los microorganismos Gram negativos, a
excepcion de E. coli; 4’N-etilciprofloxacino, muy eficaz frente a Gram
positivos y 3’-metilciprofloxacino (97-100), candidato de primera eleccion
en E. coli.

El resto de derivados también podrian ser interesantes en algunos de
los microorganismos estudiados (4. calcoaceticus, S. aureus y S.
pneumoniae) pues presentan mejores propiedades que el ciprofloxacino en

dichas especies.
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