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INTRODUCCION

En la actualidad, el disefio de las formas farmacéu-
ticas estd profundamente influenciado por los estudios biofar-
macéuticos llevados a cabo con cada farmaco y por su farmaco-
cinética, es decir, de los fendmenos a que estd sometido el
farmaco, tras su administracién y su absorcién a través de
las membranas biolégicas que comportan su posterior distribu-
cién por el organismo y eliminacién del mismo, sea por secre-
cién o biotransformacién.

En 1los estudios biofarmacéuticos, el proceso de
absorcidén del farmaco constituye uno de los temas de mayor
relevancia, puesto que de su conocimiento se obtiene la infor-
macién indispensable para el desarrollo.y obtenciédn de las
formas farmacéuticas o formas de dosificacién mé&s iddneas
segln sea la via de administracién y la forma de dosificacidn
empleada, y las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, el
fenémeno de la absorcidén serd md&s o menos complejo y trascen-
dente, pero su estudioc por parte del farmacéutico responsable
del disefio, contribuird en todos los casos y en algunos de
forma decisiva, a que sea posible modular el proceso, de forma
que se desarrolle de acorde con las premisas que, teniendo en
cuenta la forma farmacéutica escogida, coadyuven a la obten-
cidén de medicamentos seguros y eficaces.

En general, la via oral es la mas frecuentemente
utilizada para la administracién crénica de los farmacos, al
considerarse que es, hasta cierto punto, la via més fisioldégi-
ca, al tiempo que es una de las mas cémodas y quizds la que
presenta menores inconvenientes para el paciente; estos moti-
vos, entre otros, explican el hecho comprobado de dgue un
elevado numero de medicamentos del arsenal terapéutico actual
se administren por via oral.

Cuando tras unos estudios farmacolégicos y toxicolé-
gicos mds o menos exhaustivos se pone de manifiesto la poten-
cialidad terapéutica de una sustancia o de una estructura que,
quimicamente, permite realizar distintas variaciones que
pueden o de hecho modifican la actividad farmacolégica del
compuesto original de partida, la posible utilizacidén clinica
de cada uno de ellos mediante su administracién por via extra-
vasal, concretamente por via oral, deberd confirmarse previa-
mente, por ejemplo, en un primer estadio, su capacidad de
atravesar las membranas absorbentes que separan el lugar de
absorcidén de la circulacidén sistémica, a partir de 1la cual
tiene lugar, en general, la distribucién del farmaco por todo
el organismo, y en concreto permite su llegada al lugar de
accidén o biofase.



Resulta obvio que si un farmaco, tras su administra-
cidén extravasal no puede acceder a la biofase a pesar de que
presente una actividad farmacolégica intrinseca comprobada, no
serd posible administrarse extravasalmente si se pretende una
accidén terapéutica sistémica. Asi, en el caso de que el farma-
co se administre por wvia oral deberd atravesar el epitelio
duodenal, puesto que constituye la barrera que lo separa de la
circulacidén sistémica.

Puesta de manifiesto, pues, la relevancia del fenbé-
meno de la absorcidén, resulta evidente que los estudios de
absorcidén en animales de experimentacidén son casi siempre un
paso previo y obligado para abordar el estudio del fendmeno en
la especie humana y del mismo, sacar las conclusiones perti-
nentes que permitan un disefio éptimo en cada caso. Por una
parte estos estudios que se utilizan para calcular la constan-
te de velocidad de absorcidén, permiten dilucidar, a nivel
comparativo, las diferencias en la absorcidén que presentan una
serie de féarmacos potenciales pertenecientes, por ejemplo, a
una serie homéloga con andlogas propiedades farmacolbégicas vy,
por otra, también permiten, a menudo, seleccionar de entre
diversos excipientes 1los que pueden resultar més iddneos
respecto a su influencia en la modulacién de la absorcidn del
farmaco junto al cual deben configurar la forma de dosifica-
cién definitiva y segura. Por estos motivos, en un estudio de
absorcidén con animales de experimentacién puede y debe selec-
cionarse la técnica que se considera como mds apropiada para
la finalidad de aquél.

En general, la constante de velocidad de absorcidn
de los farmacos puede determinarse por métodos directos o por
métodos indirectos; los primeros permiten calcular este paréa-
metro en funcidén de las cantidades remanentes de farmaco en el
lugar de absorcidn y, los segundos a partir de las curvas de
niveles plasmaticos. Es obvio que en humanos no pueden utili-
zarse los métodos directos y éstos se circunscriben a ensayos
con animales de experimentacién. En la presente Memoria se
pretende estimar el valor de la constante de velocidad de
absorcién de una serie de fluoquinolonas mediante un método
directo, utilizando la rata como animal de experimentacidén. La
metdédica a utilizar en el presente trabajo es un método de
perfusidén "in situ" adaptado a nuestras condiciones experimen-
tales. Los farmacos sometidos a estudio, forman parte de una
serie de fluoquinolonas algunas de ellas de interés y utilidad
clinica y también incluye dos componentes en fase de experi-
mentacién, no comercializados en la actualidad.

El plan de trabajo de la presente Memoria, puede
esquematizarse en los siguientes puntos:

a) Puesta a punto de una metéddica de perfusién "in situ" para
el cdlculo de la constante de velocidad de absorcién.



b) Estimacidén de la constante de velocidad de absorcién de los
farmacos sometidos a estudio mediante la metédica precedente.

c) Estudio estadistico comparativo de 1los resultados ob-
tenidos, en particular, de las diferentes constantes estimadas
para cada componente de la serie estudiada.

d) Discusidén y conclusiones del trabajo realizado.



CAPITULO 1°

1. CONSIDERACIONES GENERALES DE LAS QUINOLONAS

1.1. CONSIDERACIONES QUIMICAS

Las quinolonas que constituyen un grupo de farmacos
antibacterianos derivados del nidcleo central 4- quinolona- 3-
carboxilico no son, en realidad, dentro del arsenal terapéuti-
co, sustancias que puedan considerarse actualmente como nove-
dades terapéuticas. Hace mds de una década, los &cidos nalidi-
xico y oxolinico fueron incluidos en la préactica clinica como
Gtiles agentes antisépticos urinarios, siendo su utilizacién
aGin hoy dia vigente. En estos Gltimos afios se han incorporado
al grupo algunos derivados con ciertas caracteristicas espe-
ciales, como los &acidos pipemidico, piromidico, la cinoxacina,
la rosoxacina o la flumequina, pero no han aportado sus modi-
ficaciones estructurales diferencias cualitativas. Las inves-
tigaciones quimicas en este campo, han cristalizado en una
serie de compuestos que bajo la denominacién genérica de 4-
gquinolonas, propuesta por Smith (1) en 1984, configuran un
grupo terapéutico de amplia utilizacidén en la préctica clinica
diaria.

La estructura quimica bédsica de las quinolonas se
expone en la FIGURA 1 y la mas simple de ellas corresponde al
dcido nalidixico con un radical metilo en posicién 7. Se
concretd que el &acido carboxilico presente en la molécula asi
como los atomos de oxigeno vecinos son los responsables de la
actividad antibacteriana (2) y, a partir de esta estructura
basica se investigaron distintos sustituyentes en la molécula
susceptibles de mejorar sus propiedades terapéuticas.

El primer sustituyente efectivo fue un &tomo de
flGor situado en posicidén 6, hecho éste, que no sbélo aumenta
la actividad terapéutica de estos compuestos sino que fue 1la
génesis de una nueva serie de farmacos antibacterianos: las
fluogquinolonas.

Basicamente, desde un punto de vista estructural,
todas 1las quinolonas provienen del niacleo fundamental del
&cido 4- quinolona-3-carboxilico. Sin embargo, entre 1los
numerosos andlogos investigados, es frecuente la introduccién
de isdésteros en el nGcleo, dando lugar a otros nGcleos gquimi-
camente diferenciados. Los nGcleos quimicos mayoritariamente
ensayados en la sintesis de nuevas quinolonas, se exponen en
el CUADRO I (3, 4).



| Estructura base de las 4-quinolonas

00H

NGcleos de sustitucién mayoritariamente utilizados
en la sintesis de las quinolonas.

CUADRO I

Debe constatarse que, con mucho, el nGcleo méas
utilizado corresponde al mAs basico, el de 1la quinoleina,
especialmente dentro de las fluoquinolonas.

Con respecto a 1los radicales sustituyentes, es
importante considerarlos de forma separada, teniendo en cuenta
su situacién en uno u otro ciclo aromadtico del doble anillo
que poseen las quinolonas (FIGURA 1). Los correspondientes al
anillo piridinico son esenciales para la actividad terapéutica
de estos compuestos y resultan, por tanto, insustituibles,
esta premisa corresponde a los radicales siguientes: el grupo
carbonilico en 4, el grupo carboxilico en 3 y la N- algquilsus-
titucidén (un grupo alifdtico de pocos eslabones).



ESTRUCTURA QUIMICA
PRODUCTO R, R R,
AMIFLOXACINA —NH—CH, H— —CH,
CIPROFLOXACINA _CH, H— . —H
—CH” |
NCH,
ENOXACINA —CH,—CH, ® —H
NORFLOXACINA —CHp—CHs H— —H
OFLOXACINA —{l)H—CHz--O— —CH;,
CH,3
PEFLOXACINA —CH,—CH; ] H— —CHs

NOTA: La enoxacina tiene un nucleo naftiridinico, en lugar del quinolinico, diferenciandose de éste por la
presencia de un segundo atomo de N, en posicion 8. Por este motivo, la enoxacina no tiene posibilidad
de sustitucion (Ry).

Estructura comparada de las fluoquinolonas.

FIGURA 1

Los sustituyentes del anillo aromdtico adyacente
son, por contra, moduladores de la actividad antibacteriana.
Un aspecto extremadamente interesante de estas sustituciones
es que sus repercusiones farmacoldgicas vienen determinadas de
forma acoplada. En este sentido las posiciones 6 y 7 son las
que en la mayoria de los casos, determinan la amplitud del
espectro antibacteriano y la potencia de actividad bacterici-
da. Asi, la introduccidén de un &tomo de flGor en 6, responsa-
ble de un marcado incremento del espectro antibacteriano, de
poco o nada sirve sino va acompafiado por la sustitucién en 7
de un heterociclo nitrogenado (preferiblemente piperazina, N-
metilada o no) (5). La operacién inversa produce exactamente
el mismo efecto. Se pueden comentar, en este sentido, ejemplos
en los dos sentidos: la flumequina dispone de un flGor en
posicién 6 y, sin embargo, su espectro antibacteriano no es

6



cualitativamente diferente del correspondiente al &cido nali-
dixico. Tampoco existen diferencias esenciales con los &cidos
pipemidico y piromidico, que tienen en la posicién 7 agrupa-
mientos piperazinico y pirrolidinico, respectivamente.

Las sustituciones isostéricas en el nicleo fundamen-
tal quinoleinico no afectan practicamente al efecto farmacold-
gico. Incluso la introduccién de un segundo y tercer nitrége-
no, suponen una reduccidén del efecto, aunque no del espectro.
Sin embargo, en algn caso, tales sustituciones isostéricas
conducen a mejoras de caracter farmacocinético. Este es el
caso de la cinoxacina, un isbstero en posicién 2 del A&cido
oxolinico, al que supera ampliamente en términos de biodispo-
nibilidad oral, un aspecto altamente interesante desde 1la
perspectiva terapéutica (6).

También tiene interés desde un punto de vista es-
tructural la formacién de moléculas rigidas (que no permiten
las fluctuaciones en vaivén y rotacionales de los radicales),
en la medida que permiten conocer 1los condicionamientos vy
necesidades estructurales para desarrollar su actividad anti-
bacteriana. En este sentido, cabe citar a sustancias como 1la
flumequina y algunos derivados (s- 25930 y s- 25932) y a la
ofloxacina.

Las caracteristicas estructurales de las quinolonas,
confieren a sus moléculas caracter anfotérico hecho que se
traduce en un cierto grado de variabilidad en el efecto bacte-
ricida en funcién del pH del medio. Puede afirmarse, en térmi-
nos generales, que estos productos son mé&s activos en medio
alcalino que en medio acido. Esto es especialmente cierto para
la norfloxacina y 1la ciprofloxacina, cuya méxima actividad
bactericida se produce a pH 8, mientras que en el resto de
fluoquinolonas se produce a pH 7.2 (7). Entre 1los nuevos
productos, la difloxacina, irtoxacina y E- 3499 son mas acti-
vos en medio &cido (pH alrededor de 6.4), motivo por el cual
su actividad es mayor en orina (normalmente de débil reaccién
acida) (8).

Finalmente, se pueden establecer dentro de la serie
de fluoquinolonas algunas relaciones estructura/actividad
ilustrativas respecto a 1la estructura de estas sustancias
frente a su actividad antimicrobiana. Estas relaciones pueden
concretarse en las siguientes (9):

- Norfloxacina/Enoxacina: Isésteros en posicién 8. Similar
espectro y potencia. Mejores cualidades farmacocinéticas con
el anillo naftiridinico (enoxacina).

- Amifloxacina/Pefloxacina: Sustitucién del N-metilo por un
agrupamiento de tipo hidrazinico (amifloxacina) en posicién 1.
Pérdida de potencia bactericida y empeoramiento farmacocinéti-
co.



- Norfloxacina/Pefloxacina: N-metilacidén del N, del radical
piperazinico en 7. Aumento de 1la actividad bactericida vy
notoria mejora de las cualidades farmacocinéticas. Como vere-
mos en algGn caso posterior, el efecto sobre la actividad
bactericida no se produce siempre en este sentido, por lo que
parece tratarse, nuevamente, de un fendémeno de acoplamiento de
varios radicales.

- Pefloxacina/Fleroxacina: Introduccién de dos &atomos adicio-
nales de flGor (en el carbono terminal del N,-etilo y en
posicién 8). Supone un aumento de la potencia bactericida.

- Norfloxacina/Ciprofloxacina: Sustitucién del radical etilo
en 1, por otro de ciclopropilo. Se traduce en un considerable
incremento del espectro y de 1la potencia bactericida. Las
caracteristicas farmacocinéticas mejoran ligeramente.

Hay otras modificaciones estructurales de interés,
como la sustitucidédn en 1 de un radical 4-fluorofenilo (diflo-
xacina), o ndcleos pirrolidinicos polisustituidos en posicién
7 (AT-3295, AT-3765, CI-934), o heterociclos nitrogenados
insaturados (pirrol: irloxacina, E-3499; imidazol: S-25932).
Sin embargo, no parece, a tenor de los datos disponibles, que
dichas sustituciones se traduzcan en mejoras farmacodinamicas
o farmacocinéticas significativas.

1.2. CONSIDERACIONES FARMACOLOGICAS

La actividad farmacoldégica de 1las quinolonas se
centra bédsicamente bloqueando un enzima implicado en el con-
trol de la topologia del ADN bacteriano. Esta es gobernada por
topoisomerasas bacterianas, dentro de las cuales la topoisome-
rasa II o ADN girasa es la verdadera diana de estos agentes
(10, 11, 12, 13). La ADN girasa tiene como funcién especial
catalizar la conversidén de la estructura en "reposo" del ADN
bacteriano que consiste en un anillo cerrado por enlaces
covalentes en la forma adecuada para la replicacién del mate-
rial nuclear.

Este proceso consiste en la introduccién en la doble
cadena de ADN de arrollamientos superhelicoidales negativos.
Esta reaccién genera tensién en la doble hélice, favoreciendo
el desenrollamiento de las dos cadenas del ADN. Asimismo, 1la
ADN girasa permite la apertura y el cierre de los dos dobles
circulos de ADN que se encuentran enganchados. Todos estos
procesos requieren un importante aporte de energia que provie-
ne de la degradacidn de ATP. Se ha sugerido también que el
enzima permite reducir la tensidén topolégica acumulada durante
el proceso de replicacién (14).



La ADN-girasa, estd formada por cuatro subunidades,
dos A (cada una de un peso molecular de 100 kilodaltons) y dos
B (cada una con 90 kilodaltons). Se postula, que las gquinolo-
nas se unen selectivamente a las unidades A, cuya funcién es
formar un enlace covalente con el ADN bacteriano y, como
consecuencia, impiden su desenrollamiento. Las unidades B del
enzima estadn implicadas en el aporte energético del proceso,
por degradacién de ATP. Estas unidades B son el punto de
actuacién de algunos antibiéticos como la novobiocina o 1la
cumermicina.

Algunos autores han sugerido (15) que las fluogquino-
lonas podrian actuar como bactericidas ma&s como consecuencia
de una sobreactividad de la topoisomerasa I, provocada por el
blogqueo de la topoisomerasa II (ADN-girasa), que directamente
por este efecto. También se ha sugerido, a través de ciertas
evidencias experimentales obtenidas sobre cultivos de Staphy-
lococcus aureus, que las fluoquinolonas podrian unirse direc-
tamente a la propia cadena de ADN, justamente en los puntos
donde se une la ADN-girasa.

Es importante considerar que el centro de accidén de
estos farmacos es un enzima exclusivamente bacteriano, lo que
supone la ausencia del correspondiente efecto en las células
humanas (no obstante, hay un enzima celular humano, que ejecu-
ta alguna de las funciones de la ADN-girasa bacteriana, pero
es estructural y funcionalmente diferente; de hecho no se ha
observado ningin tipo de unién entre las quinolonas y este
enzima humano).

Respecto al espectro antibacteriano de 1las gquinolonas
debe concretarse que la actividad de las quinolonas tradicio-
nales estd centrada badsicamente en las enterobacterias (y no
todas las especies). La sintesis de las fluoguinolonas supuso
un importante incremento en el espectro antibacteriano; estos
nuevos farmacos, actGan también sobre especies de enterobac-
teridceas poco sensibles a las quinolonas convencionales,
tales como Klebsiella y Serratia. Actian también sobre otras
bacterias gramnegativas aerébicas poco sensibles, como Pseudo-
monas aeruginosa o Acinetobacter.

También son activas sobre bacterias y cocos grampo-
sitivos, aunque con menos intensidad que sobre los gramnegati-
vos. Otro tanto ocurre con los microorganismos anaerdbicos,
cuya sensibiliadad a las fluoguinolonas puede catalogarse como
de moderada. Algunas fluoquinolonas presentan una estimable
actividad frente a Mycoplasma, Chlamydia, Nocardia y Legione-
1lla.

Entre las fluoquinolonas, aquellas con mds amplio
espectro y potencia son la ofloxacina y ciprofloxacina. En
términos comparativos las fluoquinolonas constituyen uno de
los grupos de agentes antiinfecciosos con mds amplio espectro,
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equiparable a antibiéticos de la importancia terapéutica del
imipenem o la ceftazidima.

Una valoracién del espectro antibacteriano de las
fluoquinolonas se expone en el CUADRO II.

Respecto a la resistencia bacteriana de las quinolo-
nas, cabe comentar, que las fluoquinolonas no tienen resisten-
cia cruzada con las quinolonas convencionales, aunque si entre
ellas mismas. Esta resistencia parece estar exclusivamente
mediada por mutaciones cromosémicas en la bacteria, justamente
en el gen que codifica para sintesis de subunidades A de la
ADN-girasa. No se han observado plasmidos codificadores de
resistencia, ni otros procesos de transferencia de la resis-
tencia bacteriana.

Se han descrito, ocasionalmente, procesos de resis-
tencia bacteriana debidos a una reduccidén de la permeabilidad
de la pared y membrana bacteriana a 1las fluoquinolonas. Se
trata, no obstante, de casos observados en cepas bacterianas
resistentes a otros antibidéticos. Pero lo que no ha sido
observado, en ningn caso, es una inactivacién enzimatica al
estilo de la registrada por los antibidéticos beta-lactémicos,
aminoglucosidicos, etc. Generalmente se han observado resis-
tencias en cepas bacterianas también resistentes a otros
antibiéticos; pero lo que no se ha observado es una inactiva-
cidén enzimé&tica por parte de bacteria alguna (16,17).
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Microorganismo f; 3] S 2 S K] < "3:
Enterobacteridceas: (1)
~Enterobacter cloacae (3} 10 1,0 10 10 1,0 06 06
—Escherichia coli 10 10 10 10 10 10 0,6
~Klebsiella pneumoniae 10 1,0 0,6 1,0 1,0 06 0,1
—Proteus vulgaris 06 10 10 10 1,0 0,6 06
—Salmanella typhi 1,0 10 10 10 1,0 06 03
~Serratia marcescens (3) 06 10 1,0 0,6 1,0 06 01
VALOR ESPECTRAL PARCIAL (2) 79 100 94 84 100 64 30
E)uos bacilos y cocos Gram (), aerobicos y anaerdbicos facultativos:
~Acinetobacter sp. 06 06 03 0,3 06 0,6 06
~Haemophillus influenzae (3) 10 10 * 10 10 1,0 1.0 1,0
-Legionella pneumophila 06 1,0 06 06 10 0,6 06
—Neisseria gonorrhoeae 06 10 10 10 10 1,0 06
~Pseudomonas aeruginosa (3) 0,6 06 06 06 06 06 0,0
VALOR ESPECTRAL PARCIAL (2) 69 78 62 62 78 66 40
Cocos ¥ bacilos Gram (+) aerdbicos y anaerdbicos facultativos:
~Sthaphylococcus aureus (3) 06 1.0 06 06 10 1,0 0,0
—~Streptococcus faecalis (3) 03 1,0 03 0.3 06 0.6 0,0
~Streplococcus pneumoniae 03 06 03 03 0,6 0,1 0,0
~Streptococcus pyogenes 0,0 06 0,1 0,1 06 0,1 00
—Streptococcus vindans o0l 0,6 0,1 0,3 0,6 0,6 0,0
VALOR ESPECTRAL PARCIAL (2) 29 82 3 33 69 48 0
Bacilos ¥ cocos anaerébicos:
—Bacteroides fragilis (3) 0,0 03 0,0 00 06 03 0,0
~Clostridium sp. 03 03 06 0,0 03 06 0,0
=Fusobacterium sp. 03 03 0,1 0,0 03 0,1 0,0
—Peptostreptococeus sp. 03 03 03 0,0 06 03 0,0
VALOR ESPECTRAL PARCIAL (2) 10 30 10 0 47 27 ]
Actinomicetos: ;
—Nocardia asteroides 0,0 0,3 0,1 0,0 0, 0,0 0,0
VALOR ESPECTRAL PARCIAL (2) 0 30 10 0 10 0 0
VALOR ESPECTRAL GLOBAL (2) 52 76 55 52 76 57 24

(1) La asgnacion de los coeliclentes individuales de actividad antibacteriana se ha hecho de acuerdo con la dguiente tabla de valores; sequn la

distribucién modal de los valores de C.M.1. 90 por 100 (expresada en mcg/ml):
CMIgg < 1 meg/ml =

v g " =06

" < 32 " =03

™, = 32 - =0l

” > 32 " =00
(2) El cilcule de los valores espectrales (parciales y global) se ha realizado de acuerdo con la dguiente férmula:
T (X - xp?

1,0

Ix;~2

N
VE= + 100
N

d

cia

{3) El roeficiente de actividad antlbacteriana frente a estos microorganismos pondera el triple, en razén de wu U
rencial.

Valoracién espectral de fluoquinolonas.

CUADRO II
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1.3. CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS

En estos dltimos afios la farmacocinética se ha ido
incorporando progresivamente a los criterios clinicos y micro-
bioldgicos que tradicionalmente presidian la implantacién de
una terapéutica antiinfecciosa, de tal forma que en la actua-
lidad no es posible un disefio racional de los regimenes de
dosificacién de agentes antimicrobianos y, en general, de
cualquier farmaco, sin conocer los parametros que definen su
cinética de disposicién.

Revisamos, a continuacidén, el LADME de las fluoqui-
nolonas, es decir, el perfil farmacocinético de estos agentes
antiinfecciosos.

1.3.1. ABSORCION

Caracteristica comGn de las nuevas quinolonas es su
buena absorcién a nivel gastrointestinal, lo que permite su
administracién por via oral (18). La absorcién oral de las
quinolonas se realiza mediante un proceso de absorcidén pasiva,
es decir, por un proceso de primer orden, siendo la absorcidén
6ptima cuando estos farmacos se hallan disueltos en el lumen
intestinal a un pH comprendido entre 6.5 y 7.0 (19).

La biodisponibilidad absoluta en magnitud de 1las
quinolonas presenta un valor promedio del 80%, presentando
valores superiores 1la enoxacina (90%), fleroxacina (100%),
ofloxacina (95%) y pefloxacina (100%), siendo la norfloxacina
la que presenta un valor mds bajo (40%) (20).

Farmaco Dosis (mg) Formulacién F%
Ciprofloxacina 200 comprimidos 69 * 7
500 comprimidos 59.6 = 12.4
Enoxacina 400 comprimidos 79.5 * 18.4
200 capsulas 87
Fleroxacina 400 comprimidos 99 + 14
Norfloxacina 400 comprimidos 30-40
Ofloxacina 200 comprimidos 96
Pefloxacina 400 comprimidos 98 +* 20
600 comprimidos 91.0 + 13.3
Ac. pipemidico 100 comprimidos 93.1 * 11.4

Biodisponibilidad de las quinolonas tras su administracidén oral.

CUADRO III
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Un resumen de la biodisponibilidad de las guinolonas
formuladas en formas farmacéuticas sbélidas de administracién
oral se expone en el CUADRO III (21, 22).

Asumiendo que en la absorcidén oral de las quinolonas
no influyen los factores inherentes al disefio biofarmacéutico
de la formulacidén, las diferencias en la absorcidédn de estos
farmacos es posible sea debido a sus caracteristicas fisico-
quimicas como el pK,, su lipofilia, etc. (19).

Respecto a 1la biodisponibilidad en velocidad de
estos farmacos, cabe concretar que su absorcidén es generalmen-
te rapida, alcanzandose la concentracién plasmatica maxima
(Cpox) entre 1 y 3 horas después de su administracidén. Para
dosis equivalentes, norfloxacina y ciprofloxacina son las gque
presentan valores inferiores de C,,, pefloxacina y enoxacina
valores intermedios y ofloxacina el valor méds elevado entre
10-11 ug/ml para una dosis de 600 mg, lo que representa un
valor para este parametro del orden de cuatro o cinco veces
superior a los otros derivados tal como se expone en el CUADRO
IV (23, 24).

Farmaco Dosis(mg) Cpax (Hg/m1) Tpax (D)
Ciprofloxacina 500 1.9 - 2.9 1
Enoxacina 600 3.7 1 -3
Norfloxacina 400 1.5 1 -2
Ofloxacina 600 10 - 11 1 -2
Pefloxacina 400 3.8 1 -3

Niveles séricos de quinolonas en humanos.

CUADRO IV

Los estudios realizados demuestran gue la constante
de velocidad de absorcién (K,), es similar para todas las
quinolonas concretandose sus valores entre 2.1 y 3.2 h'' (25).
El valor de t , , como se ha comentado anteriormente, es simi-
lar en todas las formulaciones estudiadas, alrededor de dos
horas. Las diferencias en las concentraciones plasméticas
maximas alcanzadas reflejan, aunque sdélo sea parcialmente, el
grado de absorcidn gastrointestinal, correspondiendo 1los
valores méds elevados de biodisponibilidad a las gque presentan
concentraciones plasmdticas maximas mas altas cuando se admi-
nistran por via oral. Por otra parte, aquellos derivados a los
que corresponden valores mas bajos de C,, son los que alcanzan
concentraciones mas elevadas en heces (norfloxacina 773 pug/g y
ciprofloxacina 891 ug/g) (26), lo que en principio sugiere que
un elevado porcentaje de la dosis administrada no se absorbe;
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sin embargo, no hay que olvidar que en la excrecidén biliar
puede contribuir, en mayor o menor grado, la elevada presencia
de ciprofloxacina y norfloxacina en heces.

Es importante resaltar, que el grado de absorcidn de
estos compuestos, administrados por via oral, no parece modi-
ficarse por las dosis administradas (27, 28). La relacién
lineal establecida entre el C, y la dosis administrada para
la norfloxacina, se representa en la FIGURA 2. El1 rango de
dosis estudiado es de 200 a 1600 mg. Para otras quinolonas se
han establecido relaciones andlogas que permiten predecir el
incremento que experimentarén los niveles en plasma en funcién
de la dosis administrada.

Dosis (mg)

200
£00 —
600 —
800 —
1.200 —
1.600 —

Relacién entre la concentracidén plasmatica méxima
y la dosis administrada de norfloxacina.

FIGURA 2

Respecto a las interacciones farmacocinéticas de las
quinolonas a nivel de 1la absorcién, cabe comentar, gque la
administracién conjunta de estos agentes antibacterianos con
alimentos produce un retraso en su absorcién (29) de forma
similar a lo que ocurre con otros antibiéticos. Un ejemplo
representativo de este hecho se expone en el CUADRO V.

Se puede observar en este cuadro los valores de C.
Y t,.. de ofloxacina cuando se administra a la dosis de 200 mg
con y sin alimentos. Se pone de manifiesto un retraso en la
absorcién; t . pasa de 0.83 a 1.85 horas con la consiguiente
disminucién del valor de C.x+ Para el resto de quinolonas se
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han observado variaciones similares (5).

Crex (Hg/ml) Tpax (1)
Administracién
en ayunas 2.24 0.83
Administracién
junto con
alimentos 1.56 1.85

Influencia de los alimentos en la absorcién de ofloxacina.

CUADRO V

Cuando se administran conjuntamente derivados quino-
lénicos antidcidos cuya composicidn quimica incluye iones
Mg” y Al”*, se produce una disminucién importante en el grado
de absorcién (30, 31), posiblemente como consecuencia de 1la
formacién de complejos en 1los que intervienen 1los grupos
carbonilo y carboxilo, presentes en todas las quinolonas. Esta
interaccién habia sido ya descrita para el &cido nalidixico
comprobandose ademds que estos compuestos pierden actividad en
presencia de cationes inorgédnicos (32). Tal como se detalla en
el CUADRO VI, 1los niveles séricos y el grado de excrecidén
uninaria de ciprofloxacina y ofloxacina disminuyen significa-
tivamente cuando el antidcido administrado conjuntamente es el
hidréxido magnésico o aluminio y no se modifica en absoluto
cuando el antiacido asociado es ranitidina o pirencipina, por
lo que se descarta la posibilidad de que sea la variacidén de
pH la causa de esta modificacién en la absorcién. El1 descenso
observado en el porcentaje de dosis excretado en orina refleja
la disminucién de la fraccién de dosis absobida como conse-
cuencia, posiblemente, de la formacién de complejos no absor-
bibles.
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Ciprofloxacina Ofloxacina

Crax (£g/m1) 1.9 2.2
excrecibén e.o. 24% 74%
Conyantilpido Cpax (Hg/m1) 0.1 0.5
(A1", Mg“) excrecién e.o. 2.1% 26%
Con ranitidina C_,(pug/ml) 2:1 2.2
excrecién e.o. 29% 76%

excrecién e.o. = excrecidén en orina
Interaccién quinolonas-antidcidos

CUADRO VI

1.3.2. DISTRIBUCION

Todas las quinolonas estudiadas parecen distribuirse
ampliamente en los diferentes érganos y tejidos del organismo,
presentando un valor del volumen de distribucién superior al
volumen corporal total. Asi, por ejemplo, 1las gquinolonas
presentan volUimenes aparentes de distribucién de 9 a 110
litros, en comparacidén a los que corresponden a beta-lactami-
cos y aminoglucdsidos que son de 25 litros de promedio. Las
concentraciones de las quinolonas en el liquido de una vesicu-
la inducida experimentalmente (fluido "blister"), que se
considera fluido intersticial histico, equivalen a las concen-
traciones séricas que surgen transcurridas dos horas de 1la
administracién oral de estos antibacterianos. La ofloxacina
accede més lentamente a este compartimiento (18), manteniendo
durante mé&s tiempo los niveles alcanzados; un resumen del
porcentaje de penetracidn de las quinolonas en fluido blister
se expone en el CUADRO VII (23). Un estudio comparativo del
volumen aparente de distribucién de 1las fluoquinolonas se
representa en la FIGURA 3.

C,x Plasma/C_  fluido ABCplam/ABCﬂuido
Enoxacina 81% -
Norfloxacina 67% 106%
Ciprofloxacina 57% . 116%
Ofloxacina 57% 125%

Porcentaje de penetracidén a fluido blister.

CUADRO VII
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Las concentraciones en pulmones, higado, corazén,
hueso y proéstata, después de la administracién de una dosis
usual, son superiores a 1las concentraciones inhibitorias de
muchas Enterobacteriaceae, Hemophilus, Neisseria y Staphilo-
coccus, pero estdn por debajo de las concentraciones minimas
de muchos estreptococos hemoliticos y S. pneumoniae. La cipro-
floxacina y ofloxacina son eficaces contra algunas cepas Yy
producen siempre concentraciones tisulares altas gue inhiben a

P. aeruginosa aisladas.
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FIGURA 3

De particular interés son las concentraciones eleva-
das de quinolonas gque se logran en secreciones salivares,
mucosas nasales y epitelio bronquial. Estos antimicrobianos
penetran en los macréfagos alveolares y en los polimorfonu-
cleares, y destruyen 1las bacterias intracelulares en tales
situaciones. Se han detectado en liquido cefalorraquideo de
sujetos con meningitis, ciprofloxacina, ofloxacina y pefloxa-
cina. En términos generales, las concentraciones han sido
menores de 0.5 ug/ml para la ciprofloxacina, 4 ug/ml para la
pefloxacina y, 2 ug/ml para la ofloxacina (33, 34, 35). Estas
concentraciones inhibian Hemophilus, Neisseria y muchas Ente-
robacteriaceae, pero serian inadecuadas frente a S. pneumoniae

y casi todas las cepas de P. aeruginosa.
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En general, el porcentaje de unién de las fluoguino-
lonas a las proteinas plasmdticas es bastante baja, en contra
de lo que sucede con las quinolonas convencionales . Asi, por
ejemplo, el &acido nalidixico se une a las proteinas plasmati-
cas un 93% -fendmeno responsable de interacciones farmacociné-
ticas con distintos farmacos- y las fluogquinolonas no supera,
en general, el 25% (la excepcidn la constituye la amifloxaci-
na, con un 50% ) y en algunos casos apenas llega al 15% (nor-
floxacina). El1 porcentaje de unién a las proteinas plasmaticas
posee una relevante importancia terapéutica, ya que sdélo la
fraccién plasmatica libre (no unida a las proteinas plasmati-
cas) es capaz de actuar farmacoldégicamente y ser distribuida
por los tejidos, amén de ser introducida a través de la pared
y membrana bacteriana. De ahl que los elevados niveles plasma-
ticos alcanzados por el &cido nalidixico sirvan de bien poco
en el plano terapéutico: sbélo la décima parte de esta concen-
tracidén plasmatica es 1til farmacolégicamente. En el CUADRO
VIII, se consignan los valores del porcentaje de unién a las
proteinas de distintas guinolonas (22).

Farmaco Unidén a proteinas (%)
Ciprofloxacina 39.6
Difloxacina 42

Enoxacina 51.2 + 10.6
Fleroxacina 23.0 + 1.0
Norfloxacina 14

Ofloxacina 25.0 = 5.7
Pefloxacina 20-30

Ac. pipemidico 15-39

Unién a las proteinas plasmdticas de distintas quinolonas.

CUADRO VIII

Los estudios realizados mediante cromatografia
liquida de alta resolucién ponen de manifiesto que la lipofi-
lia de las quinolonas es alta a pH neutro, tal como se expone
en la FIGURA 4 (36), por este motivo se sugiere que al ser el
pH sanguineo de 7.4 facilita el paso de estos compuestos a
través de las membranas capilares. Al ser la lipofilia de
estos farmacos dependientes del pH , este fendémeno puede ser
la causa del efecto "ion-trapping" que sufren las gquinolonas
en los fluidos y tejidos orgdnicos con pH ligeramente &cidos o
badsicos (por ejemplo, en los tejidos inflamados) debido a que
las moléculas de estos farmacos estédn mds ionizadas en estos
compartimientos y reducen el retorno del farmaco a la circula-
cién sistémica. Por este motivo las concentraciones de estos
farmacos en los tejidos son ma&s altas que las gue se encuen-
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tran en el plasma. En resumen, puede concretarse que, la baja
unién a las proteinas plasmidticas, 1la alta 1lipofilia que
poseen estos farmacos al pH plasmatico y el relativo pequefio
tamafio molecular de los mismos son los factores mayoritarios
que influyen en la distribucién de las quinolonas.

124

10 A

Ciprofloxacin ipophilicity (k°)
@

Lipofilia de la ciprofloxacina (k') en funcién del pH.

FIGURA 4

1.3.3. METABOLISMO

Respecto al metabolismo de estos farmacos, se puede
afirmar que todas 1las quinolonas sufren un proceso de bio-
transformacidén hepético. Sin embargo, el grado de metabolismo
hepatico difiere grandemente entre uno y otro derivado.

Las gquinolonas pueden experimentar diferentes reac-
ciones metabélicas como glucuronidacién, hidroxilacién vy
oxidacién, segln el compuesto participante (37). Las princi-
pales vias metabdélicas de 1las quinolonas se detallan en 1la
FIGURA 5. La mayoria de los procesos metabdélicos afectan al
anillo piperacinico de la posicién 7. Concretamente, en 1los
derivados N-metilados (amifloxacina, ofloxacina y pefloxaci-
na), la primera modificacién suele consistir en una N-desmeti-
lacidén, lo cual no hace perder significativamente la actividad
antibacteriana. A continuacidén suele producirse el derivado N-
oxidado. En términos generales, los metabolitos poseen menor
actividad antibacteriana que 1los compuestos de origen. Los
derivados oxo y formilo tienen la maxima actividad, en tanto
gque los N=-6xido y los glucurénidos son inactivos (38). La
ciprofloxacina, enoxacina, fleroxacina y norfloxacina se
encuentran en forma de metabolitos entre un 10 y 23% en orina
(37). La ofloxacina se metaboliza en pequefia proporcién, un
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3%, sin embargo, la pefloxacina es excretada en forma de
metabolitos en un 60%.

Para 1la norfloxacina se han identificade cinco
metabolitos siendo el mayoritario el oxometabolito que equiva-
le al 50% del total de los metabolitos, el cual posee sélo un
10% de la actividad antibacteriana respecto al féarmaco origi-
nal. El segundo metabolito en importancia de la norfloxacina
es el derivado etilendiamina.
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FIGURA 5
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La enoxacina presenta cuatro metabolitos: oxocamino,
formil y acetilcompuestos. El1 mayoritario es el oxo-enoxacin,
el cual es de 10 a 20 veces menos activo que el farmaco origi-
nal. También para pefloxacina se han identificado cuatro
metabolitos: el desmetilmetabolito, el N-6xido, el oxodesme-
tilmetabolito y el oxopefloxacilmetabolito. E1 metabolito
mayoritario de la pefloxacina, como en el caso de la norfloxa-
cina es el N-6xido metabolito, que también posee menor activi-
dad antibacteriana. Tras la administracién oral de la pefloxa-
cina, este farmaco no sufre efecto de primer paso hepdtico. La
ofloxacina, lo mismo que la lomefloxacina, no genera metaboli-
tos, a diferencia de las otras quinolonas, excepto los produ-
cidos por glucoconjugacidn. Dos metabolitos, en este sentido,
han sido bien identificados en orina (desmetil y N-6xido) pero
no representan menos del 5% de la dosis administrada.

Respecto a 1la ciprofloxacina, cuando se administra
por via oral aproximadamente el 30% de farmaco es excretado
sin metabolizar, sin embargo, cuando el antiinfeccioso se
administra por via intravenosa se encuentra en orina aproxima-
damente el 57.4% de farmaco. Este hecho pone de manifiesto el
efecto de primer paso hepatico que sufre la ciprofloxacina
tras su administracién oral. Los cuatro metabolitos identifi-
cados de 1la ciprofloxacina son los derivados desmetilén,
sulfo, oxo y formilo, siendo la oxociprofloxacina el metaboli-
to mayoritario que estd provisto aproximadamente de un 10% del
efecto terapéutico respecto a su precursor (39, 40).

El metabolito mayoritario de la amifloxacina es el
piperacinil-N-desmetil compuesto el cual, al igual que en el
caso de las otras quinolonas, posee una actividad antimicro-
biana considerablemente menor gque en el compuesto original
(41) .

Las quinolonas pueden inhibir el metabolismo de
otros farmacos, el ejemplo mé&s relevante por sus implicaciones
clinicas es la inhibicién del metabolismo de la teofilina por
parte de la enoxacina. La influencia de la interaccién gquino-
lonas~-teofilina en los parametros farmacocinéticos del bronco-
dilatador se expone en el CUADRO IX. También la enoxacina
interacciona con la cafeina y la antipirina. Por otra parte,
la cimetidina interacciona a nivel de metabolismo con 1la
pefloxacina (42, 44).

Finalmente, respecto al metabolismo de estos féarma-
cos, comentar, que los metabolitos de las quinolonas no se
acumulan en cantidades importantes en los tejidos corporales y
poseen una semivida biolégica semejante a los compuestos de
origen, siendo el metabolismo un proceso que disminuye 1la
actividad farmacoldgica de estos antiinfecciosos.
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T,,, (horas) CL(ml/min) CL, (ml/min)

Control 5.9(2.5) 85.9(33.4) 7.6(1.5)
Enoxacina 15.3(5.3) 31.3(7.8) 7.2(1.8)
Pefloxacina 8.6(3.6) 60.6(23.8) 7.5(17)
Ciprofloxacina 8.4(2.4) 59.8(27.4) 7.0(1.6)
Ofloxacina 6.0(2.1) 81.5(31.1) 6.6(1.0)
Ac. nalidixico 5.7(2.3) 82.4(15.9) 8.0(2.7)

*Parametros farmacocinéticos de teofilina administrada sola
(control) y conjuntamente con diferentes quinolonas.
Pardmetros medios (desviacidon estandar).

» . ¥ " L
Interaccién quinolonas-teofilina .

CUADRO IX

1.3.4. EXCRECION

Las quinolonas son excretadas a nivel renal, que
junto con el metabolismo hepé&tico y una probable secrecibn
gastrointestinal constituyen el proceso de eliminacién de
estos farmacos. Como en la mayoria de los férmacos, el régimen
usual de dosificacién de las guinoclonas se basa en el valor de
la semivida bioldgica de las mismas, valor que depende del
proceso de eliminacién (metabolismo mds excrecidn). De acuerdo
con el valor de la semivida biolégica de las gquinolonas pueden
clasificarse en cinco grupos tal como se expone en el CUADRO X
(43, 45). Debe hacerse constar que la eliminacién de 1las
gquinolonas depende en buena parte de la biodisponibilidad oral
del farmaco y de su tasa de biotransformacién. Asi, norfloxa-
cina y ciprofloxacina, con una baja tasa de absorcidén oral,
presentan un relativamente alto porcentaje de eliminacién
fecal (20~-30%), mientras que la ofloxacina es excretada por la
orina de forma inalterada, en mds de un 80%. Dada la extraor-
dinaria potencia de estos compuestos, las diferencias en
cuanto a las vias de eliminacidén y las concentraciones activas
alcanzadas en las mismas, no suelen tener transcendencia
terapéutica.

Puede concretarse gue la excrecién renal es la via
mas importante de eliminacién de las quinolonas y sus metabo-
litos. Asi, 1la ciprofloxacina, enoxacina, fleroxacina, lome-
floxacina, norfloxacina, ofloxacina y temafloxacina son excre-
tadas en elevada proporcidén sin metabolizar. Sin embargo, 1la
pefloxacina se excreta como tal solamente un 7.6% de la dosis
administrada y la difloxacina el 9.6% (46, 47). Como conse-
cuencia del relativo bajo peso molecular de estos farmacos y
su escaso porcentaje de unién a las proteinas plasmaticas,
tanto de las quinolonas como de sus metabolitos, la excrecién
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de estas sustancias a nivel renal, se realiza mayoritariamente
por filtracién glomerular. No obstante, el elevado valor del
aclaramiento renal de estos farmacos, respecto a la velocidad
de filtracién glomerular gue poseen (80-120 ml/min), sugiere
un proceso adicional de excrecién por secrecidén tubular. Sin
embargo, el valor del aclaramiento renal de estas sustancias,
considerado en valor absoluto, es decir, filtracién glomerular
y secrecién tubular, es bajo; hecho que permite considerar la
presencia en la excrecidn de las quinolonas de un proceso de
reabsorcidén tubular activa (43, 46, 47).

t,,2(h) Quinolonas
< 4 Ciprofloxacina
Ac. pipemidico
4 - 6 Enoxacina
Norfloxacina
Ofloxacina
o o= B Lomefloxacina
Temafloxacina
9 - 11 Flercxacina
Pefloxacina
> 25 Difloxacina

Semivida biolégica de diferentes quinolonas.

CUADRO X

Los valores del aclaramiento renal de los metaboli-
tos de las quinolonas es mas alto que el correspondiente a las
sustancias de origen, lo que permite sugerir que los metaboli-
tos poseen una mayor secrecién y una menor reabsorcién respec-
to a sus predecesores. Cabe comentar, finalmente, que en
presencia de una funcién renal disminuida, se observa un
incremento minimo en la semivida de la norfloxacina y pefloxa-
cina; incremento leve de la semivida de la ciprofloxacina y un
notable incremento de este parametro en la oxofloxacina (49).
La hemodidlisis y la dillisis peritoneal disminuyen la semivi-
da de las quinolonas, por ejemplo, la semivida de la ciproflo-
xacina disminuye de 12 a 5 horas durante la hemodidlisis y a 7
horas durante la didlisis peritoneal, siendo su aclaramiento
de 2.42 a 0.18 1/h (50) en hemodidlisis y de 2.1 a 3.6 1l/h en
didlisis peritoneal. En estos casos es recomendable monitori-
zar las quinolonas.
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La via biliar también contribuye parcialmente a la
eliminacién de algunas quinolonas, concretamente pefloxacina,
ciprofloxacina y norfloxacina utilizan esta via, alcanzéndose
concentraciones en bilis del orden de 5-30 ug/ml (38). Las
concentraciones de las quinolonas en bilis son altas respecto
a las gue se alcanzan en plasma, concretamente de 2 a 10 veces
mas altas (51).

A nivel de 1la excrecién se han encontrado
interacciones de 1las quinolonas en la secrecidn tubular,
proceso que es inhibido por el probenecid (52).

1.3.5. REGIMENES DE DOSIFICACION

Para determinar el intervalo de dosificacién 6éptimo
de las gquinolonas, debe tenerse en cuenta el tiempo que sus
concentraciones plasmdticas se mantienen por encima del valor
MIC,, (concentracién minima inhibitoria para el 90% de las
cepas patdgenas). Asi, por ejemplo, en la FIGURA 6, se exponen
las concentraciones plasmaticas de ciprofloxacina representa-
tivas de un bucle en estado de equilibrio estacionario conse-
cutivamente a una administracidén oral de 500 mg cada ocho
horas en relacién con los valores MIC,, para 1las bacterias
tratadas. De acuerdo con esta experiencia, se puede concretar
gue un régimen posoldgico de 500 mg de ciprofloxacina cada 12
horas seria adecuado para el tratamiento de infecciones produ-
cidas por estas bacterias. Algunos autores, sin embargo,
sugieren dosis mds altas o intervalos m&s cortos en el trata-
miento de infecciones sistémicas producidas por gérmenes
resistentes (Staphilococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa)
(53).

24



£

o

2 10

5 MICg S. pneumoniae.

h

<

E 1 MICg; S aureus

5 3 MICq, P. aeruginosa. S marcescens
O =

z —

O 4

= ]
Z 011

% _:, MICy%0 1 pg / ml H influenzae. E. coh.

x - K pneumoniae, Enterobacter spp.

O - Proteus spp. N gonorrhoeae,
| E.l - Salmonella spp. Shigella spp

8 001 L T T Y T T i B
%03691215182124
TIME (H)

Curva de concentraciones plasmaticas-tiempo de ciprofloxacina
(500 mg cada cada 8 h, 13 dosis) con valores de MICy, para
diversas bacterias.

FIGURA 6

Un resumen de las principales caracteristicas farma-
cocinéticas de las quinolonas se expone en el CUADRO XI (19).
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1.4. CONSIDERACIONES CLINICAS

1.4.1. INFECCIONES DE I.AS VIAS URINARIAS

Las nuevas gquinolonas son agentes excelentes para
tratar infecciones especificas de vias urinarias porque inhi-
ben Enterobacteriaceae y P. aeruginosa, incluidos microor-
ganismos resistentes a betalactémicos, aminoglucésidos y
trimetoprim (CUADRO XII) (54, 55). Las concentraciones en
orina aminoran el riesgo de resistencia espontédnea, y las que
se alcanzan en intestino eliminan a uropatégenos potenciales y
asi disminuye la posibilidad de reinfeccién o infeccién
sobreafiadida en el individuo invalido en cama u hospitalizado.
Aparecen niveles inhibitorios adecuados en orina, incluso si
la funcién renal ha disminuido en forma extraordinaria.

Entidades pdtoiagiids

Inteccrones de vias respiratorias

Faringitis

Otitis medid

Otitis necrosante

Sinusitis

Bronquitis bacteriana

Neumonia extrahospitalaria

Neumonja por aspiracién
extrahospitalaria
nosocomual

Fibrosis quistica

Infecciones de vias urinarias
Cistitis

Pietonefritis

Prostatitis nosocomial

Infecciones de estructuras cutdneas
Piodermia
Ulceras por decubito

Osteomielitis
Hematégena en nifos
Infecciones crénicas

Diaorreas

Enfermedades venéreas
Gonorrea

Chlamydia

Chancroide
Mycoplasma

Sifilis

No apropiada

No apropiada

Ciprofloxacina contra P. aeruginose
Contra Hemophilus

Ciprofloxacina u ofloxacina

Rara vez aproplada

No apropiada
Ciprofloxacina u ofloxacina .
Ciprofioxacina

Eficaces, pero otros agentes son de primera linea
Todos son eficaces
Todos son eficaces

No son apropiadas

Ciprofloxacina, ofloxacina

No apropiados
Ciprofloxacina, ofloxaina y a veces norfloxacina

Todas son eficaces

Norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina
Ofloxacina o ciprofloxacing

Todas son eficaces

Ofloxacina o ciprofloxacina

No son apropiadas

Empleo clinico de las quinolonas.

CUADRO XII
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Las quinolonas no constituyen los agentes de primera
linea para combatir la cistitis simple y en estos casos con-
viene usar otros productos. Existe mayor posibilidad de que
norfloxacina, ciprofloxacina u ofloxacina sean mas eficaces
gue dosis Gnicas de amoxicilina o trimetroprim-sulfametoxazol
(TMP/SMX) en el tratamiento del individuo con sintomas que han
persistido por ma&s de 48 horas o en sujetos con cistitis
hemorrédgica. Entre los padecimientos para emplear con ventaja
las nuevas gquinolonas (54, 56, 57), estédn las infecciones
nocosomiales de vias urinarias, pielonefritis (enfermedades de
porciédn superior de las vias urinarias) y 1las infecciones
complicadas de dichas vias.

Las guinolonas no deben usarse con fines profilécti-
cos en varones ancianos con lesiones renales obstructivas, o
en forma crénica en sujetos con calculopatias renales, porque
en estas situaciones surge réapidamente resistencia. Hay que
cambiar las sondas vesicales a permanencia y recurrir a cata-
terismo directo intermitente, para evitar que surjan problemas
de resistencia.

Las quinolonas son eficaces para combatir la prosta-
titis aguda, que es causada mas bien por Escherichia coli. Hay
pruebas preliminares de que la ciprofloxacina curara la pros-
tatitis crénica por E. coli pero se advierten recaidas en
sujetos infectados por P. aeruginosa o enterococos (58). Cabe
probar las quinolonas en cualquier caso de prostatitis porque
tienen la misma posibilidad de ser eficaces que los agentes
disponibles.

1.4.2. ENFTERMEDADES VENEREAS

Todas las quinolonas han sido eficaces en una sola
dosis contra la gonorrea, incluidas las cepas de Neisseria
gonorrhoeae productoras de penicilinasa. Ninguna de las gquino-
lonas actuales son eficaces en una sola dosis contra Chlamydia
y tampoco lo son contra tal microorganismo 400 mg de norfloxa-
cina dos veces al dia durante 10 dias. Con ciprofloxacina se
tienen tasas menores de curacién de la uretritis por Chlamydi-
a, en comparacién con lo que se logra con la doxiciclina (60).
Se necesitan mds datos sobre la eficacia de las gquinolonas en
infecciones genitales por micoplasma o ureaplasma (61). Se han
utilizado dichos compuestos para combatir el chancroide por H.

ducreyi.
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1.4.3. INFECCIONES DE S VIAS RESP TORIAS SUPERIORES

La norfloxacina no se ha aprobado en Estados Unidos
para tratar infecciones respir:torias; en caso de Haemofilus,
generaria niveles adecuados en los senos paranasales, pero no
en el caso de otros microorganismos. Se han tratado satisfac-
toriamente con ciprofloxacina y ofloxacina otitis y sinusitis,
pero en opinién del autor, dichos agentes no constituyen
farmacos de primera linea y como tratamiento inicial son més
apropiados betalactéamicos, macrélidos o la combinacién de
trimetoprim con sulfametoxazol. La ciprofloxacina
puede utilizarse apropiadamente para tratar otitis externa
necrosante del diabético causada por P. aeruginosa.

1.4.4. INFECCIONES DE IAS VIAS RESPIRATORIAS INFERIORES

En las exacerbacicnes agudas de bronguitis gque son
menos susceptibles a quinc.onas, predominan los neumococos.
Debe utilizarse un antibidético betalactédmico si en el frotis
de esputo se detectan diplococos grampositivos, pero si en la
tincién de Gram se advierte un predominio de cocobacilos
gramnegativos, que indican H. influenzae o B. catarrhalis, o
si se han administrado ampicilina, amoxicilina - eritromicina
y se ha fracasado, opciones razonables serian ciprofloxacina y
ofloxacina (62, 63, 64).

La neumonia debe dividirse en infecciones extranoso-
comiales y nosocomiales. Ciprofloxacina y ofloxacina son
alternativas para usar en vez de los betalactémicos, pero
otros agentes deben ser los de primera linea, en especial si
el patdgeno més probable es S. pneumonieae. La neumonitis por
aspiracién, en la comunidad, es causada por la flora de anae-
robios y microaeréfilos de la boca, concretamente estreptoco-
cos microaerdfilos, Bacteroides melaninogenicus y especies de
Fusobacterium; las quinolonas no son agentes apropiados contra
dichas infecciones. Sin embargo, en 1los hospitales en que
patdégenos importantes son algunos aerobios gramnegativos como
Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella y Serratia, pueden
utilizarse inicialmente guinolonas dentro de un plan de con-
trol, o como agente ingerible (65, 66, 67).

1.4.5. FIBROSIS QUISTICA

El tratamiento de la fibrosis quistica con quinolo-
nas debe limitarse a ciprofloxacina en sujetos de mas de 14
afios de edad. El empleo de dicha gquinolona por mé&s de dos a
cuatro semanas no ha incrementado la mejoria clinica y ha
ocasionado una "seleccidén" de microorganismos resistentes
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(68). La ciprofloxacina debe alternarse con otros agentes como
penicilinas antiseudomonas, ceftacidima o aztreonam, o en
combinacién con tales antibiéticos si se demuestra sinergia.
La quinolona mencionada no debe usarse por largo plazo, porgque
hard que surja rapidamente resistencia en algunas bacterias.

1.4.6. DIARREAS

Norfloxacina, ciprofloxacina u ofloxacina curarén la
diarrea por Shigella; por E. coli toxigena; por Salmonella
incluida S. typhi; por Campylobacter; Aeromonas, Vibrio pa=-
rahemolyticus y Vibrio cholerae (69). La elevada concentracién
intraluminal de estos farmacos y las excelentes concentracio-
nes en tejidos, macréfagos y mucosa intestinal constituyen
aspectos importantes gque contribuyen a 1la erradicacién de
bacterias patdégenas intestinales en menos de 48 horas. Los
elevados niveles del fé&rmaco en intestino aminoran el peligro
de gque surja resistencia, y su falta de actividad contra
Bacteroides, especies de Clostridium y estreptococos, aminora
el peligro de sindromes de proliferacidén bacteriana excesiva.
Sin embargo, no inhibe C. difficile, y rara vez ha causado
colitis. Norfloxacina y ciprofloxacina al parecer son eficaces
en el estado portador de tifoidea (70).

1.4.7. INFECCIONES DE ESTRUCTURAS CUTANEAS

La norfloxacina y otras nuevas gquinolonas no deben
usarse en piodermia causada por estreptococos y en infecciones
cutdneas por estafilococos, y los agentes de primera linea
seguirian siendo 1los betalactamicos. Sin embargo,la nuevas
quinolonas, en particular ofloxacina y ciprofloxacina, son
apropiadas en casos escogidos. Incluso, la norfloxacina cons-
tituye una forma alternativa de tratamiento. En infecciones
mixtas por gramnegativos aerobios durante la hospitalizaciédn,
como en uUlceras por declbito, es posible gque el paciente
retorne a su hogar o a una especie de anexo para situaciones
intermedias, mientras sigue recibiendo una gquinolona oral.
Incluso si la concentracién inhibitoria minima de estafiloco-
cos y de P. aeruginosa ha aumentado durante el tratamiento de
las infecciones cuténeas, ello no obligadamente ocasionaré
fracaso clinico (71).
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1.4.8. OSTEOMIELITIS

: La osteomielitis por infeccién continua o 1la que
surge después de traumatismo o cirugia es una situacién en que
se puede utilizar una quinolona porque permite el tratamiento
en el hogar por periodos mas duraderos (72). Se han logrado
con ciprofloxacina y ofloxacina resultados clinicos mejores
gue con el tratamiento parenteral, y dichos agentes han sido
Gtiles para combatir las infecciones de esternotomia causadas
por S. epidermidis, S. aureus resistentes a meticilina vy
bacterias gramnegativas como Serratia y P. aeruginosa.

Las quinolonas, en particular ofloxacina y ciproflo-
xacina, inhiben algunas especies de micobacterias atipicas que
causan infeccidén de piel y de huesos (73). Se necesitan més
estudios para saber si estos agentes tendré&n utilidad clinica.

1.4.9, OTRAS INDICACIONES CLINICAS

Otro uso posible e interesante de las quinolonas
seria el tratamiento de la gastritis antral de tipo B por
Campylobacter pyloridis. Al parecer, algunos de estos compues-
tos pueden excretarse por la mucosa gastrica. Las quinolonas
poseen caracteristicas que les permiten penetrar en la capa de
moco géastrico en la que vive Campylobacter. Se necesitan
estudios a largo plazo para conocer el porcentaje final de
recalida en la gastritis por Campylobacter, cuando el sujeto
recibe una quinolona, porgue se han observado fracasos con
ofloxacina.

1.4.10. EMPLEO PROFIILACTICO DE IAS QUINOLONAS

Ciprofloxacina ha sido eficaz para eliminar el
estado de portador en vias nasales de S. aureus resistente a
meticilina, en sujetos hospitalizados vy en personal del
nosocomio. El1 hecho de portar Neisseria meningitidis en vias
nasales y faringe puede eliminarse con ciprofloxacina. En este
sentido, no se cuenta con estudios de otras gquinolonas.

Uno de los aspectos méds interesantes del empleo
profilactico de quinolonas serd el de sujetos neutropénicos
gue recibiré&n gquimioterapia o después de transplante de médula
ésea (74). Con ellas, el contenido fecal de estafilococos y
enterococos disminuye en forma minima, en tanto gque no se
altera la flora de anaerobios. ¢Aparecerédn bacterias resisten-
tes? Los pacientes con fibrosis quistica que presentaron
resistencia de Pseudomonas en su esputo, no mostraron microor-
ganismos resistentes en su flora fecal. Se necesitan méas
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estudios para saber exactamente en qué pueden utilizarse con
gran provecho las quinolonas en sujetos neutropénicos.

1.4.11. EFECTOS ADVERSOS

En términos generales, norfloxacina, ciprofloxacina
y ofloxacina han sido toleradas en forma extraordinariamente
satistactoria, y sélo 5 a 10% de los pacientes han tenido
reacciones adversas menores (75). El efecto adverso mas comidn
se ha localizado en vias gastrointestinales. Con todos 1los
agentes un fenémeno siempre presente es la ndusea, gque afecta
1 a 5% de los individuos que las reciben y que aparece con
mayor frecuencia con grandes dosis. Otros efectos gastroin-
testinales incluyen dolor abdominal, emesis y diarrea. Ha
ocurrido colitis seudomembranosa, pero es rara.

Los efectos adversos mds frecuentes en el sistema
nervioso central son mareo, cefalalgia, inguietud, depresién,
insomnio y somnolencia. En pacientes que recibian enoxacina y
teofilina (75) se han observado convulsiones.

La toxicidad en rifiones no ha constituido un proble-
ma, aunque ha habido cristaluria en quienes recibieron 800 &
1600 mg de norfloxacina, y es un fenémeno raro con la cipro-
floxacina. No hay signos de que la cristaluria ocasione toxi-
cidad renal. No se ha sefialado toxicidad en ojos entre guienes
reciben norfloxacina, ofloxacina o ciprofloxacina, incluso
cuando se hayan administrado los agentes por largo tiempo.
Algunas quinolonas producen cataratas en animales, después de
empleo duradero. Con todos estos compuestos se han sefalado
reacciones de fotosensibilidad cutédnea, que han sido raras
después de usar norfloxacina o ciprofloxacina. También son
poco comunes eosinofilia, fiebre o urticaria, pero se observan
como ocurririan con cualquier tipo de farmacos.

Las quinolonas administradas durante largo tiempo, a
perros inmaduros, en dosis seis veces mayores de las comunes
para los humanos, producen erosiones del cartilago de articu-
laciones que soportan pesos y dafio permanente en ellas. Con
todas 1las quinolonas se han sefialado casos ocasionales de
altralgia, pero ha sido transitoria y no ha producido proble-
mas articulares permanentes en adultos. La preocupacién por el
posible dafio articular es la razén por la que no se recomienda
el uso de quinolonas para combatir infecciones en nifios. Sin
embargo, 100 nifios con fibrosis quistica han recibido cipro-
floxacina, sin presentar problemas articulares.

Las anormalidades de las pruebas de funcionamiento
hepatico o de estudios hematolégicos son poco comunes. Como
ocurre con otros agentes, pacientes ocasionales muestran
elevaciones del nivel de transaminasas, y neutropenia, anorma-
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lidades que cedieron cuando se interrumpié el uso de quinolo-
nas.

Entre las interacciones farmacolégicas importantes
de las quinolonas estédn interferencia en la absorcién, cuando
los farmacos se ingieren junto con antiédcidos a base de magne-
sio o aluminio, y elevacién de los niveles séricos de teofi-
lina causados por una menor eliminacién del producto, cuando
se utilizdé enoxacina (76). No existe el problema de niveles
toéxicos de teofilina en lo que se refiere a ofloxacina o nor-
floxacina, pero los niveles de dicho farmaco deben vigilarse
cuando se administra ciprofloxacina, si se usan simulténeamen-
te.
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CAPITULO 29
2. MATERIALES Y METODO

2.1. CALCULO DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE ABSORCION.
2.1.1. COMPUESTOS ENSAYADOS.

Los farmacos estudiados en el presente trabajo
corresponden a una serie de quinolonas, farmacos antibacteria-
nos de amplio espectro, concretamente cinco fluogquinolonas,
cuyas caracteristicas quimicas mé&s relevantes se detallan a
continuacién. ‘

NORFLOXACINA

, l Ciel 1g N30 5 F

F COOH PM 319.31

Soluble a pH = 6.2 - 6.9

CIPROFLOXACINA

CiH g N3O F

PM 331.35

Soluble a pH = 5.5 - 5.6
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PEFLOXACINA

COOH

Soluble a »H = 5.6 - 6

CNV 8804 (*)

N

\[/,C

COOH

Y
|

CifH o N3;O3 F

PM 333

C'ISH 19N 20 3 F

PM 330.14

Soluble en soluciones alcalinas; no forma el clorhi-
drato; es el producto mds lipéfilo de la serie de piperacinas.

(*) Sintetizadas por Lab. CENAVISA S.A. Reus

(Tarragona) .
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CNV 8802 (*)

l I CigH o NzO03 F

R
F — PM 345

Soluble en alcalis.

Estas dos dltimas fluoquinolonas no han sido, hasta
el momento, comercializadas.

2.1.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se han utilizado ratas albinas hembras de la ra:za
Wistar, de pesos comprendidos entre 160 y 300 g procedentes
del estabulario de nuestra Facultad.

Para el estudio de 1la constante de velocidad de
absorcién de los farmacos sometidos a estudio, se dejaron los
animales en ayunas durante 18-20 horas antes de proceder a los
ensayos, pero se les suministrdé agua "ad libitum" durante todo
este tiempo. Para evitar la coprofagia en el periodo de ayuno,
se les mantuvo alojadas en jaulas de material pléastico con
fondo de tela metdlica ancha.

Para el calculo de 1la constante de velocidad de
absorcién, por el método de perfusién, se han utilizado 5
animales por cada farmaco ensayado.

2.1.3. METODO DE PERFUSION.

El método de perfusién para el célculo de la cons-
tante de velocidad de absorcidén de las sustancias en general y
de los féarmacos en particular (77, 78), consiste, en lineas
generales, en mantener circulando una solucién de farmaco, en
condiciones estandarizadas, mediante una bomba peristéltica a
través de un circuito cerrado, del cual forma parte el tramo
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intestinal del animal de experimentacién gque permanece aneste-
siado durante el transcurso de la experiencia.

El trabajo experimental requiere material usual

existente en cualquier laboratorio farmacoldgico y material
especial para la puesta a punto de la técnica.

2.1.3.1. Material usual.

1:"

10._

11.-

e g

3.

14.-

5.~

16.~

Pieza base de acero inoxidable.
Soportes con pinzas para la sujecién de jeringas.
Pinzas para sujecién del animal.

Tijeras grandes rectas de punta roma y tijeras pequefias
rectas de punta ligeramente redondeada.

Pinzas grandes en diente de ratén y pinzas pequefias de
punta lisa.

Hilo resistente de seda o algoddén para la sujecidén del
intestino a las cénulas.

Jeringuillas de insulina con y sin aguja.
Algoddén hidréfilo arrollado.

Cronémetro para el control del tiempo durante la
experiencia.

Probeta graduada de 50 ml tipo A para reservorio de la
solucidén medicamentosa a perfundir.

Matraces aforados de 100 ml.

Tubos desechables de plastico para la recogida de las
muestras.

Tubos de ensayo de vidrio de 10 ml de capacidad y con
tapén de rosca para la preparacién de las muestras.

Pipetas automadticas (PIPETMAN, GILSON) de volumen
regulable de 1-100 pl y de 1-5 ml de capacidad. Puntas
correspondientes.

Cépsula de porcelana para la recogida de los liquidos de
lavado en la preparaciédn biolégica.

Filtros desechables (SARTORIUS) de 0.45 um de
didmetro de poro para filtrar las muestras.
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17 =

18.-~

19.-

Vasos de precipitados para la preparacién de las
soluciones tampén.

Viales para HPLC, de 1 ml de capacidad, tapones y septums
(TEKNOKROMA) .

Nicleos magnéticos para la agitacién de soluciones.

2.1.3.2. Material especial.

10"'

Dos cénulas preparadas a partir de un tubo de vidrio de 5
mm de di&metro, modeladas al fuego en forma de L. La
longitud del brazo vertical debe ser aproximadamente de 5
cm y la del brazo horizontal de 3 cm. El primero de ellos
se une a un tubo de polietileno para su adaptacidén a las
llaves de paso y en el segundo se practica una escotadura
para gque la ligadura con hilo de seda o algoddén se rea-
lice con seguridad y el intestino no resbale sobre 1la
cdnula. El1 borde de la cédnula debe estar bien pulido y no
ser cortante ya gque podria producir heridas en su roce
con las paredes del intestino.

Una jeringa especial, con cono metédlico adaptable a una
llave de tres pasos, de 5 ml de capacidad. En la expe-
riencia se ha utilizado de la marca "Multifit" (BD, Luer-
Lock). La jeringa se ha utilizado para las operaciones de
lavado del intestino.

Una llave de tres pasos "tipo Stopcock" (marca BD-MS-
3035)adaptable a la jeringa anteriormente citada. Varian-
do la posicién de la llave se obtienen las siguientes
conexiones: exterior/jeringa, exterior/lumen y jeringa
/lumen. La parte inferior de la llave, mediante presibén o
giro debe encajar con el tubo de polietileno de la canu-
la.

Tubo de polietileno de 2.5 mm de di&metro interno y 5 mm
del externo, para la circulacién de la solucidén medica-
mentosa a perfundir. Se realiza un circuito que sigue 1la
trayectoria siguiente: reservorio, bomba de perfusién,
intestino delgado de la rata y vuelta al reservorio.

Cuatro piezas de material plastico para la realizacién de
los empalmes: tubo de perfusién de la bomba-tubo de po-
lietileno del circuito y tubo de polietileno del circui-
to-tubo de polietileno de las céanulas.

38



2.1.4. TOS XI E DIDA

10.-

Balanza de rrecisién monoplato SARTORIUS, para la pesada
de sustancias.

Balanza de hasta 2 kg para el pesaje de las ratas.

Agitador magnético ASINCRO en la preparacidén de la solu-
cién de los farmacos ensayados y en la homogenizacién de
la solucién medicamentosa que se perfunde.

Bafio de ultrasonidos SELECTA para la fragmentacién de las
sustancias en cristales mas pequefios y facilitar asi su
disoluciédn.

Espectrofotémetro BECKMAN DB-T con registro, utilizado
para la determinacién del maximo de absorcidn de cada
sustancia medicamentosa.

Medidor de pH (CRISON, micropH 2001), para el ajuste de
las soluciones a los pH ensayados y para control de las
variaciones de pH de la solucién medicamentosa durante la
experiencia.

Vértex DINCRO para la agitacidn de tubos.

Ordenador personal IBM PC para el tratamiento de los
datos experimentales.

Cromatdégrafo liquido de alta eficacia (HPLC) de la firma
KONTRON, equipado con 1los siguientes elementos: a) dos
bombas modelo 420, b) mezclador M-800/491, c) inyector
automdtico modelo 460, d) Multitask valve LCS 870, e)
Multiport, f) detector modelo 432, UV de longitud de onda
variable y g) ordenador COMPAQ Deskpro 286.

Bomba de perfusién: PERISTALTIC PUMP P-3 (Pharmacia Fine
Chemicals) para el bombeo de la solucién medicamentosa a
través del circuito de perfusién.

2.1.5. SOLUCIONES PARA ENSAYO.

2.1.5.1. Solucién para anestesia.

Se utiliza una solucién al 25% (P/V) de etiluretano

en agua destilada. Para ello se pesan 6.25 g de la sustancia
que se depositan en un matraz aforado de 25 ml de capacidad.
Se afiaden unos 20 ml de agua destilada, se agita hasta disolu-
cibén completa y se enrasa con agua destilada hasta 25 ml. La
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solucién obtenida se guarda en viales en el refrigerador hasta
su utilizacién.

2.1.5.2. Ligquidos de lavado.

Para el lavado previo del intestino se ha utilizado
solucién salina y para el segundo lavado una solucidén tampén
de tris(hidroximetil)aminometano (trometamina) ajustada con
dcido clorhidrico concentrado a un pH éptimo en funcién de la
solubilidad de cada fluoquinolona ensayada (ver CUADRO I).

La solucidén tampdn se prepara disolviendo 12.1 g de
trometamina en c.s. de agua destilada para 100 ml.

En nuestro caso se ha empleado trometamina de la
firma MERCK, referencia nimero 8382. -

2.1.5.3. Soluciones medicamentosas.

Para el estudio de la absorcidén intestinal de las
fluogquinolonas por el método de perfusidén, se han preparado
las soluciones de farmaco en tampdén trometamina. La cantidad
de farmaco a disolver es de 50 mg de la fluoguinolona, egquiva-
lente en base, a la que se afiade c.s. de la solucidén tampdn
hasta 100 ml.

Un aspecto muy importante a tener en cuenta es el pH
de la solucidén tampén, para conseguir la disolucién total de
la fluogquinolona. Cada fluoguinolona posee un pH o6ptimo como
se indica en el CUADRO I:

QUINOLONA PH
NORFLOXACINA 6.9
CIPROFLOXACINA 5.5
PEFLOXACINA 5.7
CNV 8804 7.5
CNV 8802 7.7
CUADRO I
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De acuerdo con lo expuesto, una vez preparada la
disolucidén tampdén se procede a la disolucidén del farmaco y
queda lista para su empleo la solucidédn medicamentosa.

En el caso de la pefloxacina y de la fluogquinolona
CNV 8804, se disuelve primero el farmaco en 4 ml de hidréxido
sédico 0.1N y luego se afiade c.s. del tampén hasta el enrase.

Para la fluogquinolona CNV 8802, la cantidad necesa-
ria de NaOH 0.1N para preparar la solucién es de 6 ml.

Se utilizan en cada experiencia 40 ml de solucién
medicamentosa.

2.1.6. TECNICAS BIOLOGICAS.

Se describe a continuacién la metédica de trabajo
seguida para cada una de las técnicas biolégicas realizadas en
la elaboracidén de la presente Memoria.

2.1.6.1. Operaciones previas: anestesia.

Se toma al animal, se pesa y se procede a su aneste-
sia. Para ello se administra una inyeccién intraperitoneal de
etiluretano a razén de 0.4 ml de la solucibén del anestésico al
25% por cada 100 g de peso del animal, mediante una jeringui-
lla de insulina provista de su aguja correspondiente.

A continuacién se espera de 5 a 10 minutos, necesa-
rios para gue se produzca una anestesia profunda, lo cual se
comprobaréd tccando con el extremo de una pinza el globo ocular
del animal. Si la anestesia es profunda, no se observa parpa-
deo.

Cuando el reflejo parpebral ha desaparecido, se
procede a la fijacidén del animal para su intervencién, de modo
que guede colocado en el centro de la pieza base de acero
inoxidable en posicién de decibito supino y con 1las ex-
tremidades extendidas y fijadas a la pieza base mediante
pinzas apropiadas.

Durante todo el tiempo gue dura la experiencia debe
vigilarse el estado de la rata y la eficacia del anestésico
con ayuda del reflejo parpebral. En caso de manifestarse éste,
se coloca junto al hocico del animal y durante tiempos breves,
un algodén humedecido con éter. Hay que evitar, siempre que
sea posible, la administracién de éter y en el caso de hacer-
lo, en tiempos breves, para evitar la muerte del animal por
depresibn respiratoria.
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2.1.6.2. Técnica quirGrgica utilizada.

Una vez situado el animal sobre la pieza base y
comprobada la anestesia, se practican dos incisiones en el
abdomen del animal. E1 fin gque con ello se persigue es locali-
zar el estdémago y el ciego para poder después canular el
intestino delgado. En estas condiciones, el intestino no gqueda
al des ubierto, sino gque permanece cubierto por masculos vy
piel abdominales.

Con todo ello se consigue mantener al intestino y al
animal en las condiciones mds parecidas a las fisiolégicas, 1lo
que conlleva las siguientes ventajas:

1.- Hay poca manipulacidén del intestino y quedan en disposi-
cién natural las asas intestinales.

2.- Permanencia del intestino en las condiciones de tempera-
tura y humedad fisioldégicas.

3.- La propia presidén ejercida por los misculos y piel abdo-
minales evita la distensidén exagerada de las paredes del
intestino que influye en las variaciones de volumen de la
solucién medicamentosa a lo largo de la experiencia.

Las dos incisiones se realizan en el lado derecho
del abdomen. Para localizar el estbmago, se incide aproximada-
mente 1 cm por debajo de las costillas y para localizar el
ciego, la incisién se realiza en la zona pélvica. Em ambos
casos debe cortarse primero la piel, desbridar un &rea de 1-2
cm® y por 1ultimo se incide en el misculo. Hechas 1las dos
incisiones y con la ayuda de unas pinzas pequefias de punta
roma, se localiza el estdmago y el ciego, que se extraerédn lo
necesario para poder canular el intestino delgado.

La canulacién se realiza de la siguiente forma: a
unos 2.5 cm del piloro se pasa una hebra de seda por debajo
del intestino, perforando el peritoneo con ayuda de las pinzas
pequefias. A continuacién, se hace un corte transversal en V en
el intestino con las tijeras pequefias y se introduce por la
abertura practicada una de las cénulas, que se asegura fuerte-
mente mediante una ligadura con la hebra de seda.

Posteriormente se canula la zona final del 1ileon,
procediendo de forma similar al caso anterior.

2.1.6.3. e de la eparacién para la perfusid

Una vez canulado el intestino delgado, se une a la
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cock" y a ésta se encaja una jeringa de 5 ml. El1 conjunto se
fija, verticalmente, a un soporte de forma que el brazo hori-
zontal de la cénula quede a una altura adecuada y no resulte
forzada la posicidédn natural del 6rgano. En estas condiciones y
con la llave de paso en posicién lumen-exterior, se llena la
jeringa con agua destilada y se deja fluir, presionando lige-
ramente el émbolo a través del intestino delgado. El1 agua
arrastra la suciedad y sale por la cénula del otro extremo, si
bien es conveniente realizar este primer lavado con la inci-
sién en V en la zona ileal del intestino pero sin llegar a
canular. Con ello se evita una posible obturacién de la cé&nula
y ademds el intestino se halla mds distendido, lo cual facili-
ta el proceso de lavado.

El agua de lavado procedente del intestino, se
recoge en un recipiente, y se repite la operacién hasta que el
liquido salga sin residuos y el intestino gquede limpio.

Finalmente, se hacen pasar por el intestino unos 5
ml de solucién tampdn de trometamina al pH éptimo segGn con la
fluogquinolona que se vaya a estudiar.

Se termina de expulsar el ligquido remanente bombean-
do varias veces aire con la jeringa.

Una vez 1limpio el intestino, se separa la céanula
ileal de la llave de tres pasos "stopcock" quedando ahora las
dos canulas libres para ser conectadas al circuito.

Dicho circuito consta de un reservorio gue contiene
la solucidén medicamcntosa a perfundir. De €&l sale un tubo de
polietileno de 60 cm de longitud que conecta con el tubo de la
bomba peristaltica. Este tubo tiene a su vez 31 cm de longitud
Yy se empalma con otra porcién de tubo de polietileno (25 cm)
gue a su vez conecta con la canula de entrada o duodenal.
Después del intestino se sitda la cénula de salida o ileal a
la que le sigue la Gltima porcién de tubo (22 cm) gque enlaza
con el reservorio.

Como reservorio se utiliza una probeta graduada de
50 ml y, en su interior, se sitla un nGcleo magnético de
agitacidén con el objeto de homogenizar la solucidén medicamen-
tosa que circula. El montaje se detalla en las FIGURAS 1 y 2 ¥y
en la FIGURA 3 puede observarse el conjunto del sistema.

Una vez montado el circuito de perfusién, se estd en
condiciones de estudiar el proceso de absorcién de los férma-
cos sometidos a estudio en el animal de experimentacién utili-
zado.
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2.1.7. METODOLOGTIA ANALTITICA.

2.1.7.1. Toma de muestras y valoracién del farmaco.

La experiencia se inicia con 40 ml exactamente
medidos de solucidn medicamentosa en el reservorio. Se estima

el valor del pH de la solucibn y se anota. Corresponde al pH
inicial.

Se pone en marcha la bomba del circuito: interruptor
en ON y velocidad de flujo en posicién 10 (3.8 = 3.9 ml/min),
asi como el agitador.

= |
YT

JiR t__E\:e B
S T
/

FIGURA 1

Esquema del sistema de perfusidn.

A: Agitador

B: Reservorio

C: Bomba peristéltica

D: Canula duodenal

E: Canula ileal

F: Pieza base de acero inoxidable
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FIGURA 2

Detalles del montaje del sistema de perfusién:
empalmes (=) y dimensiones.

Segmento AB: 60 cm
Segmento BC: 31 cm
Segmento CD: 25 cm
Segmento EF: 22 cm
Segmento DE:~90 cm
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Fotografia del sistema de perfusién.

FIGURA 3

La solucidén medicamentosa empieza a ascender por el
tubo (direccidén AD de la FIGURA 2). A medida que la solucién
va avanzando, se van vertiendo en el reservorio restos de los
liquidos de lavado que han gquedado en el intestino intercala-
dos con aire. Como tiempo inicial, se toma aquél en el gque se
vierte la primera gota de solucidén medicamentosa en el reser-
vorio, una vez gque ha circulado a través del intestino; en
este momento se observa que la solucién medicamentosa circula
ya de forma continua.

Cuando se deposita la primera gota de la solucién de
perfusidén en el reservorio, se pone en marcha el cronémetro y,
con una jeringuilla de insulina se toma una muestra de 0.3 ml
directamente del reservorio. Serd el valor inicial en 1la
determinacién analitica.
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Transcurridos 15 minutos se extrae otra muestra de
0.3 ml y, asi sucesivamente cada cuarto de hora hasta transcu-
rridas las dos horas gque dura la experiencia.

Después de la toma de la filtima muestra, se mide el
pH final de la solucién medicamentosa.

La técnica analitica wutilizada para 1la valoracién
del fé&rmaco en los liquidos remanentes, ha sido por cromato-
grafia liguida de alta eficacia (HPLC). La primera premisa a
tener en cuenta, es validar la técnica analitica a utilizar a
fin de comprobar la bondad d: la misma y dilucidar si las
diferencias de 1los valores obtenidos en un mismo dia o en
determinaciones realizadas en dias distintos, no influyen
significativamente en los resultados. Con este objetivo se han
elaborado para cada fédrmaco, cinco rectas de calibrado intra-
dia y cinco interdia, y se ha calculado en cada caso el coe-
fienciente de variacién y el error relativo, que son un indice
de la precisidén y la exactitud de la metdébdica utilizada.

Para obtener las ecuaciones correspondientes de las
rectas de calibrado se preparan cinco soluciones estandar de
fadrmaco y un blanco. El1l blanco, para todas las fluogquinolonas
ensayadas menos para la gquinolona CNV 8804, es &cido clorhi-
drico 0.1N. Para esta Gltima, el blanco es agua calidad HPLC.

La preparacién de las soluciones esténdar, excepto
para la quinolona CNV 8804, se realiza como sigue: se pesan
analiticamente 50 mg de 1la fluogquinclona y se 1lleva a un
matraz aforado de 100 ml. Se afiaden aproximadamente unos 95 ml
de HCl 0.1N y se sonica en un bafio de ultrasonidos durante
unos minutos, hasta su total disolucién. Se enrasa con HCl
0.1N hasta el aforo y se agita. Esta solucidén corresponde a la
solucién madre (A) a partir de la cual se obtienen las solu-
ciones hijas, por diluciones sucesivas tal como de detalla a
continuacién:

ml solucidn
ml solucidn
ml solucién
ml solucidn
ml solucién

ml HC1l 0.1N (solucién B)
ml HC1l 0.1N (solucién C)
ml HC1l 0.1N (solucién D)
ml HCl1l 0.1N (solucién E)
ml HC1l 0.1N (solucién F)

e
HOO DY
+++++
(S SR SR ST}

Se utiliza la solucién B como soluciédn inicial para
preparar la recta. El rango de concentraciones estudiado, asi
como el factor de dilucién se detallan en el CUADRO II.
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Factor
C(ug/ml) dilucidén Solucién
50 1 B
25 2 C
12.5 4 D
6.25 8 E
3.125 16 F
Blanco - -
CUADRO II

Las diluciones se realizan en tubos de ensayo y se
agita cada vez con la ayuda de un vértex.

Para la fluogquinolona CNV 8804, pesados analitica-
mente 50 mg de la misma, se disuelven en un matraz de 100 ml
con 4.5 ml de NaOH 0.1N y, a continuacién se afade c.s. de
agua calidad HPLC hasta enrase. Las diluciones se realizan
también en este caso como se ha descrito anteriormente, pero
utilizando como diluyente agua calidad HPLC en lugar de HC1
0.1N.

Las condiciones cromatogréficas empleadas para la
valoracién de 1las soluciones medicamentosas son las siguien-
tes:

a) Columna: "Ultrasphere XL-0ODS", 3 um.

b) Eluyente: Metanol/KH,PO, 10 mM, conteniendo &cido
heptanosulfénico al 0.0028% (pH = 3.0). Las proporciones de
ambas fases se exponen en el CUADRO III.

c) Flujo: 0.6 - 1 ml/min
d) Volumen de inyeccién: 20 ul.
e) Sensibilidad: 0.05

f) Deteccién: a la luz UV en el méximo de absorcién
correspondiente (CUADRO III).

El tampdén fosfato utilizado se prepara disolviendo
2.48 g de fosfato monopotdsico en c.s. de agua calidad HPLC
para un litro. Se disuelven en &l 20 mg de &cido heptanosulfé-
nico por cada 700 ml y se ajusta con &acido fosférico concen-
trado hasta pH=3. Una vez preparada la solucién se filtra a
través de un filtro de nylon de 0.45 um de di&metro de poro y
se sonica durante unos minutos para eliminar el posible aire
que haya quedado retenido.
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En el CUADRO III se detallan las condiciones anali-

ticas particulares de cada quinolona: la lambda, y las pro-
porciones de fase orgénica/fase acuosa del eluyente:
Metanol/tampdn
QUINOLONA LAMBDA,,, fosfato
NORFLOXACINA 276 40:60
CIPROFLOXACINA 273 50:50
PEFLOXACINA 276 50:50
CNV 8804 261 70:30
CNV 8802 277 70:30
CUADRO III

Una vez validada la técnica puede procederse a 1la
valoracidén de las muestras biolbégicas. Para ello se preparan
una serie de tubos rotulados con 1los siguientes tiempos:
blanceo, inicial, 15 minutos, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120
minutos. El1 blanco corresponde a una solucién de HC1l 0.1N
mencs para la gquinolona CNV 8804 para la que se utiliza agua
calidad HPLC. Para el resto de muestras, se toman 0.20 ml de
cada una y se diluye con c.s. de HCl1l 0.1N hasta 5 ml, excepto
la fluoguinolona CNV 8804 que la dilucién se realiza con agua
calidad HPLC.

Una parte alicuota de 1las muestras preparadas,
previa agitacién de las mismas, se deposita en viales de HPLC
para su posterior analisis.

Se prepara una recta de calibrado con la fluoguino-
lona ensayada y se valoran las muestras bajo las condiciones
cromatograficas ya indicadas.

2.2, ESTUDIO DE LAS VARIACIONEES DE VOLUMEN DE LA BOLUCION
MEDICAMENTOSA.

El cdlculo de la constante de velocidad de absorcién
por métodos directos, como es sabido, se realiza a partir de
las cantidades o concentraciones de féarmaco remanentes en la
solucién medicamentosa sometida a estudio. Por este motivo, es
obvio, que el volumen empleado en la experiencia de la solu-
cién medicamentosa debe permanecer constante a lo largo de
todo el estudio a fin de obtener resultados fiables en la
estimacién de la constante de velocidad de absorcién.
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No obstante, se ha puesto de manifiesto gque indepen-
dientemente de la metédica empleada para el calculo de este
parédmetro de absorcién, en todos los casos se producen varia-
ciones de volumen en la solucidén medicamentosa que influyen en
la exactitud de céalculo de la constante de velocidad de absor-
cién (79, 80).

En la presente Memoria, para el estudio de 1las
variaciones de volumen de las soluciones medicamentosas ensa-
yadas, se han desarrollado dos metédicas distintas:

a) Utilizandqaun trazador clé&sico: Polietilenglicol 4000
marcado ( C-PEG 4000), gque en principio, se asume su no
absorbabilidad.

b) Por medida directa de las variaciones de la solucidn
medicamentosa.

2.2.1. TECNICA POR CENTELLEO LIQUIDO.

2.2.1.1. Material usual y material especial para técnicas

radiactivas.

1l.- Matraces aforados de 10 ml.

2.~ Vasos de precipitados.

3.- Guantes desechables de cirugia.

4.- Bandejas especiales para realizar la experiencia.

5.~ Papel de filtro para forrar las bandejas y superficies de
trabajo.

6.- Viales de plastico desechables con tapdén adaptable de 5 ml
de capacidad.

7.- Viales de vidrio de 20 ml de capacidad.

8.- Pipetas automédticas de volumen variable de 1-100 ul
y de 1-5 ml (PIPETMAN-GILSON). Puntas de plastico dese-
chables.

9.~ Racks para colocar los viales que contienen la solucién
radioactiva.
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2.2.1.2. Aparatos especiales y de medida para la técnica

radiactiva.

1.- Centrifuga SELECTA para separar la fase liquida del sedi-
mento procedente de la trituracién del intestino delgado.

2.- Contador de centelleo liquido LKB, modelo 1217, dotado de
un microprocesador que permite: a) efectuar el ajustado
de 1las curvas de eficiencia-"quenching" obtenidas a
partir de los viales patrén previamente preparados para
este fin; b) el calculo automdtico de las desintegracio-
nes por minuto (d.p.m.) a partir de las cuentas por
minuto (c.p.m.) halladas en las muestras problema y del
"guenching" evaluado mediante el método de la relacidén de
canales con estandar externo.

2.2.1.3. Soluciones para ensayo en la técnica radiactiva.

a) Polietilenglicol.

En la presente Memoria se ha utilizado '“C-PEG 4000,
de la firma DU PONT, numero de catdlogo NEC-473. Su estructura
es la siguiente:

* * * * * *
OH-CH,-CH,0~ (CH,~CH,0) ,~CH,~CH,-OH

Se trata de un sélido blanco cristalino con una
actividad especifica de 0.1-1 mCi/g.

b) Solucidén centelleadora.

La solucidn centelleadora utilizada ha sido el
cocktail INSTA-GEL II de la firma Packard .

2.2.1.4. Determinacién del Y“c-PEG 4000 por centelleo liguido.

a) En la solucidn medicamentosa.

El centelleo liquido es una técnica de medicidén de
radioactividad basada en transformar la energia radiactiva en
energia luminosa, la cual es medida instrumentalmente mediante
su conversién en energia eléctrica. Esta técnica resulta muy
adecuada para cuantificar emisores B débiles.

La transformacidén radiactividad-luz tiene lugar

dentro de un vial en el que, junto con la muestra radiactiva,
se colocan disolventes y sustancias centelleadoras. La di-
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solucién centelleadora transforma la energia de las particulas
B emitidas por la muestra, en destellos luminosos (fotones)
emitidos a una longitud de onda detectable por el aparato.

La finalidad de las determinaciones por centelleo
ligquido, consiste en averiguar 1la actividad de 1la mnuestra
expresada, por ejemplo, en desintegraciones por minuto
(d.p.m.). Para calcular este valor a partir de las cuentas por
minuto (c.p.m.) halladas por el instrumento, se requiere
conocer la eficiencia del contaje, parametro que viene defini-
do por la relacién:

valor hallado (cpm)
E = (Ec.. 1)
valor real (dpm)

En la presente Memoria se ha utilizado para obtener
la curva de calibracién el método del estandar externo con
relacién de canales. El1 fundamento de dicho método se basa en
hacer aparecer particulas B en el interior del vial sin nece-
sidad de adicionar un esténdar interno. Mediante este procedi-
miento se obtiene una curva de calibrado que relaciona 1la
eficiencia con la relacidén de canales tal como se detalla en
la FIGURA 4.

La secuencia de trabajo del método es la siguiente:

1.- La muestra se cuenta en condiciones iddéneas para el
isétopo de trabajo durante el tiempo requerido. Sea C las
cuentas halladas en el canal con las condiciones elegi-
das.

2.- La muestra se cuenta de nuevo, con el estédndar externo
junto al wvial, durante un tiempo que suele ser de 30
segundos en unas ventanas A y B prefijadas seglin sea la
naturaleza del estandar externo utilizado. Sean C;,, y Cy,
las cuentas halladas en los canales A y B respectivamen-
te.

3.- Se vuelve a contar la muestra pero sin el estandar exter-
no en las mismas ventanas e igual tiempo (Cp Y Cp ).

La relacién de canales A y B se calcula mediante 1la
expresidén:

B _ Cig=C 2
A CM-C 28
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siendo C,-C ,, las cuentas aparecidas en el canal B
debidas sblo al patrdén externo y C,,-C,, las cuentas aparecidas
en el canal A debidas s6lo al patrén externo.

Si las muestras son patrones con un nGmeroc conocido
de d.p.m. (D), se calculan las eficiencias a partir de las
c.p.m. (C) halladas (E= C/D) y se traza la curva de calibra-
cién frente a los cocientes B/A respectivos.

Para conocer las d.p.m. de una muestra problema, el
espectrdometro de centelleo calcula los valores de c.p.m. Yy
B/A. A continuacién interpola, en la curva de calibracién, el
valor de B/A y el propio aparato obtiene el valor de 1la
eficiencia. Conocida ésta y 1las c¢.p.m., las d.p.m. de 1la
muestra se calculan por aplicacidén directa de la ecuacidn 1.

El espectrdémetro de centelleo 1liquido utilizado en
los experimentos, estda dotado de un microprocesador que permi-
te el cdlculo automdtico de las curvas de calibracién a partir
de los viales previamente preparados.

Una vez almacenada en memoria la curva patrdén, el
contador realiza los cdlculos pertinentes y estima las d.p.m.
de cada vial.

Para confeccionar la recta de calibrado, se procede
del modo siguiente:

A cinco tubos de plastico especiales para estudios
de centelleo, se depositan 4 ml de cocktail INSTA-GEL II. A
cada uno de ellos se les adiciona cantidades crecientes de
solucién tampén de Trometamina (pH=6.2) 0.1, 0.5, 1, 1.5, y 2
ml y a continuacién se someten a agitacién suave. Seguidamen-
te, se incorpora a cada uno de los tubos una cantidad constan-
te, 10 pl, de patrén radiactivo (n-hexadecano-'“c). Utilizando
como patrén externo Radio 226, se procede a confeccionar 1la
recta de calibrado.
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CURVA DE CALIBRACION (EFICIENCIA / RELACION CANALES)
90r

B85

EFICIENCIA

80

75 1 1 1 1 ]
1.05 1.10 1.45 1.20 1.25 1.30
RELACION CANALES

FIGURA 4

El estudio de las variaciones de volumen mediante la
utilizacién de '“C-PEG 4000 se realiza después de preparado el
sistema de perfusidén de acuerdo con los epigrafes 2.1.5. Y
2.1 6 La solucién centelleadora se prepara disolviendo 50 uCi
de 'C-PEG 4000 en 10 ml de agua calidad HPLC. A continuacién
se toma de esta solucién 0.1 ml (0.5 uCi) y se depositan en 50
ml de solucién medicamentosa. Se depositan 40 ml de esta
Gltima solucién en el circuito de perfusién y se inicia 1la
experiencia. A los tiempos prefijados 0, 15, 30, 45, 60, 75 y
90 minutos, se toman 0.2 ml de la solucién de perfusién y se
depositan en tubos de plastico apropiados. Se adiciona 4 ml de
INSTA-GEL, se agita y se depositan los tubos de pléastico en
viales de vidrio. Estas se sitGan en los racks y se procede a
la valoracién del '“C-PEG 4000.

b) En el intestino delgado de rata.

A fin de dilucidar si parte del marcador utilizado
gqueda adherido o retenido por la mucosa del intestino delgado
de la rata, se procede a detectar si se confirma este hecho.
Para ello, una vez finalizada la experiencia y, previo sacri-
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ficio del animal, se aisla la zona anatémica sometida a estu-
dio y se separa del animal. Posteriormente el intestino delga-
do aislado se tritura con ayuda de un homogenizador y se
sitGa el homogeneizado en un tubo al que se le afiaden 10 ml de
solucién tampdén de trometamina y se centrifuga durante 15
minutos al méximo de r.p.m. de la centrifuga, previa agitacién
del conjunto. Se toman 0.2 ml del sobrenadante y se procede a
la determinacién del '“C-PEG 4000 tal como se ha detallado en
el apartado a.

2.2.2. METODO DIRECTO.

) De acuerdo con la metddica propuesta por C. GABUS-
SANNIE (81) y, dado que la longitud de los tubos que cons-
tituyen el circuito es constante y fija para todas las ex-
periencias, asi como el volumen inicial de la solucidén medica-
mentosa (40 ml), es posible estimar las variaciones de volumen
de la solucidn problema a lo largo de toda la experiencia.

Para ello se utiliza la probeta contrastada que
sirve de reservorio en la experiencia. La metdéddica empleada en
la presente Memoria es la siguiente:

En el desarrollo del montaje de la metddica para la
estimacién de la constante de velocidad de absorcidén de los
farmacos sometidos a estudio, en el momento en que se deposita
la primera gota de la solucidén de perfusidén en el reservorio
(probeta graduada), se pone en marcha el cronémetro y se anota
el volumen de solucidén medicamentosa en la probeta (volumen a
tiempo cero -V,-). Transcurridos 15 minutos se vuelve a anotar
el volumen indicado en el reservorio y, asi sucesivamente,
hasta el dltimo tiempo experimental (volumen a tiempo t -V.-).
El volumen final (V) se determina, recogiendo la totalidad del
liquido circulante. Para ello, manteniendo la bomba peris-
taltica en funcionamiento, se separa el tubo del circuito por
el extremo A (FIGURA 2) de 1la solucidén medicamentosa y se
mantiene el circuito en estas condiciones hasta que todo el
liguido se haya vertido en el reservorio, demorando el final
de la operacidén unos minutos a fin de que la corriente de aire
circulante a través del intestino arrastre la totalidad de 1la
fraccién residual de liquido. Finalizada la operacidén se lee
en la probeta el volumen final (V).

La variacidén de volumen real se estima mediante 1la
siguiente expresidn:

V, =V, + (V, -V, (Ec. 3)
VI =V, +V, (Ec. 4)
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siendo:

VVR = Variacién de volumen real.

V; = Volumen inicial.

V; = Volumen final.

V, = Volumen leido en la probeta al inicio de 1la
experiencia.

V, = Volumen leido en la probeta al finalizar la
experiencia.

V,T = Volumen final total.

V, = Volumen correspondiente a las tomas de mues
tras.

2.3. ESTIMACION DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE ABSORCION.

Como se sabe, la absorcidén de los farmacos sigue
pautas cinéticas bien definidas. En el caso de los farmacos
usuales, como los que contempla esta Memoria, la absorcidén es
por difusidn pasiva y el modelo cinético a considerar podria
esquematizarse como se indica a continuacién:

El primer compartimiento A corresponde al lugar de
absorcién. E1 farmaco sale del mismo a una velocidad regida
por la constante k,. Esta velocidad de salida es la que hay que
considerar, puesto que, es también la velocidad de entrada en
plasma y por consiguiente la velocidad de absorcién.

La constante de velocidad rige la velocidad a que se
absorbe un farmaco a partir del lugar de absorcién en que se
encuentra o, si se quiere, la velocidad a que pasa el farmaco
desde el lugar de absorcidén al plasma sanguineo.

Ya se ha comentado que se refiere a la concentracién

o cantidad remanente en el lugar de absorcién, con la que,
siendo una constante de primer orden se cumplira:
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dA
— = =k_*A  (Ec. 5)
dat

siendo dA/dt la disminucién de la concentracidén de
farmaco en los lugares de absorcidén en funcidén del tiempo o
velocidad de desaparicién y, A la concentracién remanente en
dicho compartimiento.

Resulta obvio que la concentracién en un instante t
vendra definida por 1la suma de todas las concentraciones
instantéaneas desde tiempo cero hasta tiempo t, es decir, por

la integral de la ecuacidén anterior, cuya expresién matematica
es la siguiente:

A=a3a,.e" (Ec. 6)

siendo A la concentracién a un tiempo t y A, la concentracién
inicial objetivable a tiempo cero, obtenida por extrapolacidn
de la curva representativa del proceso hasta el eje de ordena-
das.

La transformacién logaritmica de la funcidén exponen-
cial, permite obtener la ecuacién de una recta, siendo su
expresidén matematica:

lnA = -k,t + InA; (Ec. 7)

La pendiente, en valor absoluto, de la recta que
relaciona 1las concentraciones remanentes frente al tiempo
corresponde a la constante de velocidad de absorcién.

Tedricamente y en ausencia de errores experimenta-
les, el valor de A, deberia ser del 100%. El método bioldgico
original (82, 83) hace referencia a que, antes de los cinco
primeros minutos, existe una adsorcién del soluto a la mucosa
intestinal regida por la ley de accién de masas, lo que condu-
ce a una pérdida en la concentracién, provocando valores
notablemente inferiores al 100%. Ello se acentda debido a 1la
dilucién de 1la disolucidén de perfusidén con restos de disolu-
cidén de lavado.

Por este motivo, en nuestras condiciones experimen-
tales, hemos estimado las concentraciones de medicamento
remanentes entre los 15 y 120 minutos. En definitiva, estimado
el tabulado experimental concentracién remanente/tiempo, se
procede a la regresién lineal semilogaritmica entre estas
variables y, la pendiente en valor absoluto de la recta co-
rrespondiente equivale a la constante de velocidad de absor-
cién.
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CAPITULO 3¢

3. RESULTADOS

3.1. VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA.

Se exponen en este epigrafe los resultados obtenidos
en la validacién de 1la técnica analitica utilizada para 1la
estimacién de las concentraciones remanentes de farmaco en el
circuito de perfusidén correspondiente a cada uno de los farma-
cos sometidos a estudio.

De los CUADROS I a X se detallan los valores de las
concentraciones de farmaco estimadas (cinco replicados) frente
a las concentraciones tedricas. Para cada farmaco se consignan
los resultados correspondientes a los estudios intradia e
interdia acompafiados de los paréametros representativos de 1la
exactitud de la técnica (error relativo =-E-) y de la precisidn
de la misma (coeficiente de variacidén porcentual -%c.v.-).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que 1la
técnica analitica utilizada para el célculo de la constante de
velocidad de absorcidén es exacta y precisa tanto en las deter-
minaciones efectuadas intradia como interdia entre el rango de
concentraciones comprendido entre 6.25 y 50 upg/ml, con un
error relativo comprendido entre 6.0 y -3.39 % y un coeficien-
te de variacidén comprendido entre 8.02 y 0.15 %.

Sin embargo, a concentraciones inferiores a 3.125
“g/ml, la técnica ya no resulta tan exacta y precisa, segura-
mente, debido a la escasa sensibilidad de la misma para estas
concentraciones tan bajas. Sin embargo, debido a que en los
ensayos preliminares se comprobd® gque las concentraciones
remanentes en el circuito de perfusién se situaban en el
margen entre 6.25 y 50 pg/ml, las rectas de calibrado utiliza-
das para las estimaciones de las concentraciones en todas las
experiencias realizadas en la presente Memoria, se confeccio-
naron utilizando concentraciones patrén en el &ambito entre

6.25 y 50 pg/ml.
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CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (pg/ml)

3.066 6.203 12.461 25.255 49.890

3.735 6.497 12.072 24.131 50.442

3.369 6.407 12.341 24.521 50.236

3.729 6.511 11.807 24.501 50.327

3.738 6.562 12.182 23.866 50.526

X 3.527 6.436 12.173 24.454 50.284
E% 12.87 2.98 -2.62 -2.18 0.57

s 0.302 0.142 0.253 0.524 0.246
CcV% 8.58 2.20 2.07 2.14 0.49

Validacidén de la metddica analitica correspondiente a los
replicados intradia para la NORFLOXACINA.

CUADRO I

CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.796 6.260 12.324 24.041 50.438

3.592 6.652 12.084 24.101 50.436

3.596 6.528 12.258 24.043 50.436

3.615 6.582 12.216 23.975 50.457

3.115 6.316 12.676 24.620 50.102

X 3.543 6.468 12.311 24.156 50.374

E% 13.37 3.48 -1.506 =337 0.75

s 0.254 0.171 0.222 0.263 0.152

cv% 7.16 2.64 1.80 1.09 0.30

Validacidén de la metéddica analitica correspondiente a los
replicados interdia para la NORFLOXACINA.

CUADRO II
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CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.561 6.311 12.410 24.246 50.347

3.833 6.018 12.152 24.616 50.225

3.379 6.323 12.214 24.833 50.126

3.435 6.344 12.447 24.359 50.291

3.703 6.491 12.295 23.879 50.506

X 3.582 6.297 12.304 24.387 50.299
E% 14.63 0.75 =1.57 =-2.45 0.59
s 0.188 0.172 0.125 0.364 0.142
cvV% 5.23 2.73 1.01 1.49 0.28

Validacién de la metddica analitica correspondiente a los
replicados intradia para la CIPROFLOXACINA.

CUADRO III

CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

2.993 54573 12.162 27.202 48.495

3.585 6.292 12.280 24.421 50.297

2.660 6.155 12.430 26.226 49,404

3.834 6.020 12.156 24.624 50.241

3.631 6.619 11.998 24.215 50.412

X 3.341 6.132 12.205 25.337 49.859
E% 6.89 -1.89 -2.35 1.34 ~-0.28

s 0.493 0.383 0.161 1.311 0.650
cvgd 14.75 6.25 1.31 5.17 1.30

Validacién de la metddica analitica correspondiente a los
replicados interdia para la CIPROFLOXACINA.

CUADRO IV
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CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.631 6.537 12.064 24.231 50.375
3.592 6.257 12.603 23.936 50.349
3.989 6.737 11.398 24.251 - 50.418
3.419 6.380 12.265 24.556 50.198
3.792 6.258 12.104 24.364 50.338
X 3.685 6.434 12.087 24.267 50.336
E% 17.91 2.94 =3.30 =2.93 0.67
s 0.216 0.205 0.440 0.226 0.083
cv% 5.85 3.18 3.64 0.93 0.16

Validacién de la metdédica analitica correspondiente a los
replicados intradia para la PEFLOXACINA

CUADRO V

CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.526 6.080 12.593 24.388 50.213

3.631 6.537 12.064 24,231 50.375

3.410 6.063 12.377 24.943 50.016

4.085 6.559 12.198 23.208 50.653

3.737 5.821 12.281 24.885 50.029

X 3.678 6.212 12.303 24.331 50.257
E% 17.69 -0.61 -1.58 -2.67 0.05
s 0.258 0.323 0.199 0.699 0.266
cv% 7.02 5.21 1.61 2.87 1.15

validacién de la metédica analitica correspondiente a los
replicados interdia para la PEFLOXACINA

CUADRO VI
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CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12,5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.637 5.940 12.555 24.496 50.194

4.213 6.131 12.100 23.846 50.510

3.949 5.756 12.442 24.485 50.295

3.854 6.831 11.638 24.019 50.524

3.561 6.656 12.237 23.912 50.463

X 3.843 6.263 12.194 24.152 50.397
E¥ 22.98 0.20 -2.44 =3.39 0.79

s 0.260 0.463 0.356 0.316 0.146
cv% 6.76 7.39 2.93 1.31 0.29

Validacién de la metddica analitica correspondiente a los
replicados intradia para la CNV 8804

CUADRO VII

CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.637 5.940 12.555 24.496 50.194
3.706 6.111 12.310 24.441 50.256
3.920 6.032 12.327 24.172 50.350
4.077 5,938 12.262 24.149 50.365
3.895 6.281 12.029 24.230 50.365

X 3.847 6.060 12.297 24.298 50.306

E$ 23.10 =-3.04 -1.62 -2.81 0.61
s 0.176 0.143 0.187 0.160 0.077

cV% 4.57 2.36 1.52 0.66 0.15

Validacién de la metdédica analitica correspondiente a los
replicados interdia para la CNV 8804

CUADRO VIII
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CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.801 5.874 12.047 25.101 50.048

3.721 6.546 12.194 23.897 50.507

3.231 5.945 12.340 25.585 49,757

3.470 6.922 12.909 25.423 50.479

4.107 6.346 12.229 23.539 50.651

X 3.666 6.327 12.344 24.709 50.288
E¥ 17.31 1.23 ~-1.25 -=1.16 0.58
s 0.333 0.434 0.333 0.930 0.373
cv% 9.08 6.86 2.70 3.76 0.74

Validacidén de la metdédica analitica correspondiente a los
replicados intradia para la CNV 8802.

CUADRO IX

CONCENTRACIONES TEORICAS (ug/ml)

33125 6.25 12.5 25 50

CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES ESTIMADAS (ug/ml)

3.043 6.895 12.604 23.932 50.391
2.339 7175 12.700 24,613 50.033
3.683 6.666 12.529 23.328 50.665
3.757 6.186 12.113 24.534 50.275
3.113 6.203 12.392 25,269 49.895

X 3.187 6.625 12.468 24.335 50.252

E% 1.98 6 -0.26 -2.66 0.50
s 0.574 0.432 0.228 0.736 0.302
cv¥% 18.00 6.53 8.02 3.02 0.60

Validacién de la metdédica analitica correspondiente a los
replicados interdia para la CNV 8802.

CUADRO X
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3.2. ESTUDIO DE LAS VARIACIONES DE VOLUMEN DE LA SOLUCION
MEDICAMENTOSA.

De acuerdo con lo expuesto en el capitulo 22, 1las
variaciones de volumen de 1la solucidén medicamentosa en el
transcurso de la experiencia, se han estudiado utilizando dos
metddicas: mediante marcadores radiactivos y por estimacidn
directa.

3.2.1. TECNICAS RADIACTIVAS.

En el CUADRO XI se detallan 1los valores de las
cantidades obtenidas de '“C-PEG 4000, expresadas en d.p.m., en
el circuito de perfusidén a cada uno de los tiempos de toma de
muestra, tanto individuales como promedias acompafiadas de su
desviacidén estdndar. En la dltima columna del CUADRO XI, se
consigna el valor hallado en el homogeneizado intestinal
obtenido tras finalizar la experiencia. Los resultados obteni-
dos ponen de manifiesto en nuestras condiciones experimenta-
les, la desaparicién del marcador en el transcurso de la
experiencia.

3.2.2._METODO DIRECTO.

En los CUADROS XII al XVI se detallan las variacio-
nes de volumen correspondiente a la solucién medicamentosa
dentro del circuito de perfusién para cada uno de los farmacos
sometidos a estudio. En cada caso se consignan los valores
representativos del volumen de las muestras tomadas (V,), de la
diferencia entre el volumen inicial y final (V,~-V,), del volu-
men final total (V,T) y de la variacién de volumen real (VVR).
Para todos los valores se consigna ademds su valor medio
acompafado de su desviacidn estéandar.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en todos
los casos, las variaciones de volumen real de la solucién
medicamentosa en el circuito de perfusién no fueron superiores
al 5% del total circulante.
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RATA 1 2 3 4 5

PESO (g) 195 210 220 180 160 VOLUMEN

MEDIO * DS
t (min) VOLUMENES EXPERIMENTALES (ml)

0 29.5 30 25 30 27 28.3 * 2.22
15 29.5 32 30 30 30 30.3 * 0.97
30 29.5 31 29 30 31 30.1 * 0.89
45 29 31 28.8 27 29.5 29.58 %+ 1.25
60 29 29.5 27 26 28 27.9 + 1.43
75 28 29.5 26.5 26 27 27.4 % 1.39
90 28 29 26.5 25.5 26 27 + 1.46
105 - 28.5 26.5 25 25.5 26.37 * 1.55
120 - 28 - 24.5 -- 26.25 + 2.47
Vi 1.5 2.4 2.1 2.4 2.1 2.1 + 0.37
Vo-Ve 1.5 4 3.5 5.5 5.5 4 + 1.66
Ve 42 45 45.5 44 44 44.1 * 1.34
Ve:T 43.5 47.4 47.6 46.4 46.1 46.24 * 1.56
VVR 0 1.6 s - O | 3.4 1,9 % 1.38

Variaciones de volumen en la solucidén medicamentosa
NORFLOXACINA en el transcurso de la experiencia.

CUADRO XII
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RATA 1 2 3 4 5

PESO (g) 180 200 180 250 300 VOLUMEN
MEDIO * DS

t (min) VOLUMENES EXPERIMENTALES (ml)

0 30 27 26 26 25 26.8 *+ 1.92
15 32 28 30 29 27.5 29.3 # 1.79
30 32.5 30.5 32 32 28.5 31.1 + 1.63
45 32 31 32.5 32 29.5 31.4 + 1.19
60 31.5 31 32 31.5 29.5 31.1 + 0.96
75 30 30 31 32 30 30.6 + 0.89
90 29 29.5 30 32 29.5 30 + 1.17
105 27.5 29 29 31 28 28.9 + 1.34
120 -- 28.5 -- 29 27.5 28.33 + 0.76
v, 2.4 2.4 %l 2.4 2.4 2.28 + 0.16
V-V, 5 2.5 5.6 3 2.5 3.72 £ 1.47
v, 44.5 48.5 48 48.5 47.5 47.4 + 1.67
VT 46.6 50.9 50.1 50.9 49.9 49.68 + 1.78
VVR 2.9 0.1 3.5 0.6 0.1 1.44 + 1.63

Variaciones de volumen en la solucidén medicamentosa de
CIPROFLOXACINA en el transcurso de la experiencia.
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RATA 1 2 3 4 5

PESO (g) 200 170 190 180 180 VOLUMEN

MEDIO * DS
t (min) VOLUMENES EXPERIMENTALES (ml)

0 27 28 28 27 29 27.8 * 0.84
15 30.5 30 34 29.5 31 31+ 1.77
30 33 29.5 34.5 30.5 32 31.9 * 1.98
45 32.5 28 35 30 32 31.5 * 2.64
60 33 28 35 29.5 32 31.5 + 2.78
75 32.5 27.5 35 28.5 31.5 31  #* 3.04
90 32 27 34 28 31 30.4 + 2.88
105 31 26.5 -- 27.5 30 28.75 + 2.10
120 30.5 25 — 27 29 27.87 + 2.39
v, 2.4 2.4 1.8 2.4 2.4 2.28 * 0.27
V,-V, 2.5 5 i 3.5 3 3 + 1.46
Ve 47 45 48 44.5 45.5 46  * 1.46
VT 49.4 47.4 49.8 46.9 47.9  48.28 * 1.26
VVR 0.1 2.6 =-0.8 1.1 0.6  0.72 * 1.26

Variaciones de volumen en la solucidén medicamentosa de
PEFLOXACINA en el transcurso de la experiencia.

CUADRO XIV
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RATA 1 2 3 B 5

PESO (g) 160 240 260 290 350 VOLUMEN
MEDIO #+ DS
t (min) VOLUMENES EXPERIMENTALES (ml)

0 29 29 28 29 25 28 + 1.73
15 32 33.5 32.5 32 28.5 31.7 % 1.89
30 31.5 33.5 34 33.5 31 32.7 * 1.35
45 30.5 35 34 33.5 32 33 + 1.77
60 29.5 35.5 34.5 33 31 32.7 + 2.46
75 27.5 35.5 33.9 31.5 29 31.48 + 3.32
90 27.5 34.5 33 31 27.5 30.7 % 3.17
105 27 34.5 32 30.5 26 30 + 3.52
120 29.5 34 31 29.5 25.5 29.9 + 3.07

v 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4
V-V, 5 1.5 3.5 4 6.5 4.1 + 1.85
v, 47 48.5 46.5 46.5 47 47.1 + 0.82
VT 49.4 50.9 48.9  48.9 49.4 49.5 + 0.82
VVR 2.6 =0.9 1.1 1.6 4.1 1.7 * 1.85

Variaciones de volumen en la solucidén medicamentosa de la
quinolona CNV 8804 en el transcurso de la experiencia.

CUADRO XV
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RATA 1 2 3 & 5

PESO (g) 160 160 160 180 160 VOLUMEN
MEDIO #* DS
t (min) VOLUMENES EXPERIMENTALES (ml)

0 31 27 26 30 30 28.8 * 2.17
15 31 30 32 31.5 32 31.3 + 0.84
30 31 30 33 31.5 33 31.7 # 1.30
45 31 31 33.5 32.5 33 32,2 % 1.15
60 32 31 33.5 32.5 33 32.4 +* 0.96
75 31 31 33 31 32 31.6 + 0.89
90 30.5 30 32 30 32 30.9 * 1.02
105 30 29.5 32 29 29.5 30 + 1.17
120 29.5 29 31.5 28 28 29.2 + 1.44

v, 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4
V-V, 2.5 2 2 4.5 4.9 3.18 + 1.41
\2 45 48 46 46 45 46 + 1.22
V¢ T 47.4 50.4 48.4 48.4 47.4 48.4 * 1.22
VVR 0.1 =-0.4 =-0.4 21 2.5 0.78 * 1.41

Variaciones de volumen en la solucidn medicamentosa de la
guinolona CNV 8802 en el transcurso de la experiencia.

CUADRO XVI
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3.3. ESTIMACION DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE ABSORCION.

La constante de velocidad de absorcién, de acuerdo
con lo expuesto en el epigrafe 2.3., se ha calculado a partir
de las concentraciones de farmaco obtenidas por HPLC de las
muestras correspondientes a cada tiempo, representativas de
las concentraciones de fluoquinolona remanente en el circuito
de perfusidn.

3.3.1. CONCENTRACIONES REMANENTES EN EL CTIRCUITO DE PERFUSTION.

Las concentraciones remanentes en el circuito de
perfusién de cada uno de los farmacos sometidos a estudio se
exponen en los CUADROS XVII a XXI. En ellos se consignan las
concentraciones individuales correspondientes a cada rata vy
tiempo de toma de muestra, asi como, los valores medios acom-
pafiados de sus desviaciones estandar.

También se concreta en cada uno de los CUADROS 1la
expresidén matemdtica de la recta de calibrado correspondiente,
conjuntamente con el valor del coeficiente de correlacién.

Las representaciones graficas de los valores medios
de las concentraciones frente al tiempo, se exponen en las
FIGURAS 1 a 5.

3.3.2. CALCULO DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE ABSORCION.

Las expresiones matemadticas representativas de 1la
regresidén 1lineal entre concentraciones remanentes de farmaco
en el circuito de perfusidén y el tiempo de toma de muestras,
correspondientes a cada animal de experimentacién dentro de
cada fluoquinolona estudiada, se consignan en los CUADROS XXII
a XXVI. En cada CUADRO se concreta el coeficiente de correla-
cién para cada ecuacién asi como, del valor individual de 1la
constante de velocidad de absorcidén y su valor promedio acom-
pafiado de la desviacidén esténdar.
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ABSORCION IN SITU Cv-8802
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FIGURA 5
ECUACIONES COEFICIENTE DE #& 3
RATA RECTAS DE REGRESION CORRELACION (min'.lo )
1 1nC=-0.00111-t*2.8157 0.9505 1.11
2 1nC=-0.00679-t+2.8839 0.9088 6.79
3 InC=-0.00314"t+2.7477 0.9869 3.14
4 InC==-0.00347-t*2.8115 0.9125 3.47
5 InC=-0.00548"t+2.7273 0.9436 5.48
CONSTANTE DE ABSORCION PROMEDIO t DS 3.99 + 2.19

Constantes de absorcién (k,) individuales de NORFLOXACINA en
las 5 ratas ensayadas, calculadas a partir de las ecuaciones
representativas de la absorcién intestinal "in situ".

CUADRO XXII
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ECUACIONES COEFICIENTE DE 3% 5
RATA RECTAS DE REGRESION CORRELACION (min™'.10 7)

1 InC=-0.00266"t+2.8026 0.9440 2.66
2 InC=-0.00389-t+2.6486 0.9808 3.89
3 InC=-0.00417"t+2.7242 0.9576 4.17
4 InC=-0.00529"t+2.6857 0.9541 5.29
5 InC=-0.00424-t+2.7528 0.9762 4.24
CONSTANTE DE ABSORCION PROMEDIO % DS | 4.05 * 0.941

Constantes de absorcidn (k,) individuales de CIPROFLOXACINA en
las 5 ratas ensayadas, calculadas a partir de las ecuaciones
representativas de la absorcién intestinal "in situ".

CUADRO XXIII

ECUACIONES COEFICIENTE DE

RATA RECTAS DE REGRESION CORRELACION (min"".%0 3)
1 InC=-0.00284"t+2.7187 0.9603 2.84
2 1nC=-0.00241"t*2.7363 0.9221 2.41
3 InC=-0.00303"t+2.7114 0.9556 3.03
4 1nC=-0.00209"t+2.6988 0.9219 2.09
CONSTANTE DE ABSORCION PROMEDIO * DS 2.36 * 0.633

Constantes de absorcién (k,) individuales de PEFLOXACINA en
las 5 ratas ensayadas, calculadas a partir de las ecuaciones
representativas de la absorcién intestinal "in situ".

CUADRO XXIV
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ECUACIONES COEFICIENTE DE K

RATA RECTAS DE REGRESION CORRELACION (min''.%10 %)
1 1nC=-0.00552"t+2.5806 0.9765 5.52
2 1nC=-0.00469 t+2.5926 0.9687 4.69
3 1nC=-0.00618"t+2.7621 0.9752 6.18
4 1nC=-0.00803 t+2.6860 0.9928 8.03
5 1nC=-0.00571 t+2.3578 0.9707 5.71

CONSTANTE DE ABSORCION PROMEDIO #* DS 6.03 + 1.24

Constantes de absorcién (k.) individuales de CNV 8804 en
las 5 ratas ensayadas, calculadas a partir de las ecuaciones
representativas de la absorcidén intestinal "in situ",.

CUADRO XXV

ECUACIONES COEFICIENTE DE K, 3
RATA RECTAS DE REGRESION CORRELACION (mind.lo )
1 InC=-0.00396-t+*2.7765 0.9714 3.96

2 InC=-0.00439-t+2.7419 0.9200 4.39

3 InC=-0.00231-t+2.6796 0.9402 2.31

4 1nC=-0.00189-t+2.6674 0.9428 1.89

5 InC=-0.00322"t+2.7347 0.9519 3.22
CONSTANTE DE ABSORCION PROMEDIO * SD 3.15 % 0.106

Constantes de absorcién (k,) individuales de CNV 8802 en
las 5 ratas ensayadas, calculadas a partir de las ecuaciones
representativas de la absorcién intestinal "in situ".

CUADRO XXVI
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3.4. ESTUDIO ESTADISTICO.

En el CUADRO XXVII se expone el resultado del anali-
sis de la varianza de una via (ANOVA), realizado entre los
valores medios de las constantes de velocidad de absorcidn

correspondientes a los farmacos estudiados.

Los resultados obtenidos tras aplicacién del test de

Peritz se detallan en el CUADRO XXVIII.

SUMA DE
FUENTE CUADRADOS G.L. VARIANZA F P
Entre 37.362 4 9.340 5.312 0.00441
Dentro 35.166 20 1.758
Total 72.528 24

Analisis de la varianza correspondiente a la constante
de absorcidén (k,) de las fluoquinolonas estudiadas.

CUADRO XXVII

FARMACOS Pefloxacina CNV 8802

CNV8804 0.0042 0.0372

Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
tras la aplicacién del test de Peritz entre las
constantes de absorcién de las fluoquinolonas.

CUADRO XXVIII
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CAPITULO 49
4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1. DISCUSION DE LO8 RESULTADOS.

De acuerdo con lo expuesto en el motivo y plan de
trabajo, en la presente Memoria se ha estudiado la velocidad
de absorcidén intestinal en la rata anestesiada de una serie de
fluoquinolonas estimando la constante de velocidad del proce-
so, supuesto de primer orden, mediante una técnica de perfu-
sién. Una de las problemdticas que, en general, presenta 1la
estimacién de la constante de absorcidén k, mediante técnicas de
perfusidén "in situ", es la frecuente aparicidén de variaciones
de volumen de la solucidén medicamentosa, que se producen a 1lo
largo de la experiencia en el compartimiento estanco que
configura la zona de absorcién. En nuestras condiciones expe-
rimentales, hemos puesto de manifiesto, en primer 1lugar, que
la utilizacidén de una sustancia marcada como el polietilengli-
col "C, no es operativa para estudiar y cuantificar las varia-
ciones de volumen citadas. Aunque en la bibliografia consul-
tada (84, 85, 86, 87, 88) se preconiza la utilizacidén de
sustancias marcadoras para estudiar el fendmeno, bas&ndose en
la no absorbabilidad de las mismas, los estudios realizados en
la presente Memoria confirman que, en nuestras condiciones
experimentales, la cantidad de marcador que desaparece del
lugar de absorcidén en funcidén del tiempo representa un porcen-
taje apreciable, concretamente un aproximadamente 15.16% al
final de esta experiencia (90 minutos); la desaparicidén del
marcador de la zona de absorcién puede deberse, probablemente,
a uno u otro de los dos procesos siguientes: a una absorcidn
del marcador a través de la membrana intestinal y/o a un
proceso de adsorcidn del mismo en las paredes de la membrana,
hecho éste que en la presente Memoria, se puede comprobar por
medicién de la radiactividad hallada en homogeneizado de
intestino al finalizar la experiencia.

Todo ello confirma, el interés actual y el mostrado
en experiencias anteriores (89) en el estudio de esta proble-
matica; en este sentido, puede anticiparse que, la utilizacién
de sustancias marcadoras para evaluar las variaciones de
volumen de la solucidén medicamentosa en los estudios de absor-
cién intestinal "in situ" no resultan, en general, muy fiables
(81) y, en principio, debe desconfiarse de 1los denominados
trazadores "no absorbibles". Por otra parte, el estudio de las
variaciones de volumen, mediante el método directo utilizado
en el presente trabajo, permite evidenciar el fendémeno de
forma relativamente fiable y sencilla. Los resultados obteni-
dos en la presente Memoria, referentes al estudio de la absor-
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cién intestinal de cinco fluoquinolonas concretan, en todos
los casos, dgque las variaciones de volumen de 1la solucidén
medicamentosa a lo largo de la experiencia no son superiores
al 5%, por comparacién, y de acuerdo con los datos contrasta-
dos de la bibliografia efectuadas (90), no se hace necesaria
la correccidén de los volGmenes, puesto que dichas variaciones,
claramente inferiores al 10%, no tienen incidencia préactica en
el valor final estimado para las constantes de velocidad de
absorcidén intestinal de las fluoquinolonas de nuestro estudio.

En consecuencia, las constantes de absorcién de
primer orden se han calculado directamente a partir de las
concentraciones remanentes de farmaco en el ligquido de perfu-
sién en cada tiempo, sin correccidén alguna respecto a la
variacién de volumen intraluminal. Una de 1las razones que
pudiera explicar que la variacidén de volumen sea, en nuestras
condiciones experimentales relativamente pequefia, pudiera
deberse a la modificacidén de la técnica usada en el presente
trabajo, respecto a la original, en el sentido que la superfi-
cie externa del intestino delgado del animal en contacto con
el medio ambiente es practicamente nula, con lo cual, es més
dificil la pérdida de liquido por evaporacidn.

En relacidén a los valores medios hallados para las
constantes de velocidad de absorcién intestinal, k,, para las
cinco fluoquinolonas estudiadas, el andlisis estadistico
llevado a cabo (ANOVA de una via), pone de manifiesto diferen-
cias estadisticamente significativas (p=0.00441) entre 1los
valores estimados para este paréametro.

A fin de concretar entre qué pares de medias son
significativas las diferencias, se aplicdé a los resultados
originales (valores de Kk, individuales) el ensayo de com-
paracién mGltiple de Peritz (91) por ser, de acuerdo con la
bibliografia, uno de los mAs robustos y fiables en este tipo
de estudios. E1 resultado del estudio evidencidé diferencias
estadisticamente significativas sélo entre los valores medios
de la constante de velocidad de absorcidén k, de la pefloxacina
y de 1la quinolona CNV 8804 (p=0.0042) y entre 1las fluo-
quinolonas CNV8802 y la CNV 8804 (p=0.0372).

Teniendo en cuenta la magnitud de los valores ob-
tenidos para los valores medios de las constantes de velocidad
de absorcién intestinal de las cinco fluoquinolonas estudiadas
(pefloxacina 2.362°10°, CNV 8802 3.154'104, norfloxacina
3.998:10°, ciprofloxacina 4.05:10> y CNV 8804 6.026:10°) puede
afirmarse que la fluoquinolona CNV 8804 es la que presentd en
nuestras condiciones experimentales, la constante de velocidad
de absorcién més elevada.

Por otro lado, en ensayos farmacolbégicos previos, se

ha comprobado que 1la actividad antimicrobiana de 1la fluo-
gquinolona CNV 8802 expresada en funcién de su MIC frente a 100
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cepas de Escherichia coli (92) posee el mismo valor que la
ciprofloxacina que resultdé ser la fluoquinolona mds activa de
las estudiadas en la presente Memoria, segln se detalla en el
CUADRO I:

Compuestos MIC (upg/l)
Ciprofloxacina 0.025
CNV 8802 0.025
Norfloxacina 0.100
Pefloxacina 0.100
CNV 8804 0.200

Valores del MIC para las fluoquinolonas
estudiadas frente a E.coli.

CUADRO I

A la luz de los resultados obtenidos, en nuestras
condiciones experimentales, que permiten afirmar que no se
presentan diferencias estadisticamente significativas entre
los valores estimados para las constantes de velocidad de
absorcidén correspondientes a la ciprofloxacina y a la fluoqui-
nolona CNV 8802, ésta resulta, en principio, interesante para
llevar a cabo con ella estudios de fase I y II como farmaco de
potencial interés en el tratamiento de infecciones sistémicas
producidas por gérmenes sensibles al quimioterépico.

4.2. CONCLUSIONES.

1.- Se estudia en la presente Memoria la absorcién intestinal
"in situ" en la rata anestesiada de una serie de fluoqui-
nolonas mediante una técnica de perfusién. Las fluoquino-
lonas estudiadas han sido norfloxacina, ciprofloxacina,
pefloxacina, CNV 8804 y CNV 8802. Las dos fGltimas no
comercializadas y actualmente en fase de estudio para su
potencial uso clinico.

2.- Se pone de manifiesto, que el polietilenglicol 'cC no es
un buen trazador para estudiar las variaciones de volumen
de la solucidn medicamentosa en el compartimiento estanco
cuando se pretende evaluar la constante de velocidad de
absorcién de los féarmacos por métodos directos, baséandose
en su inabsobabilidad o, en otras palabras, que la con-
centracién del trazador se mantiene constante a lo largo
de la experiencia cuando permanece inalterado el volumen
luminal. En nuestras condiciones experimentales el traza-
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dor desaparece de la solucibén medicamentosa un 15.16% de
la concentracién inicial.

La modificacién realizada en 1la técnica bioldégica de
perfusidén desarrollada en la presente Memoria, permite
gque las variaciones de volumen de la solucidén medicamen-
tosa en el compartimiento estanco sean minimas, concreta-
mente inferiores al 5%.

Consecuencia de la conclusién anterior, las irrelevantes
variaciones de volumen que sufre la solucidédn medicamento-
sa, en nuestras condiciones experimentales, permite
estimar los valores de la constante de velocidad de
absorcién sin necesidad de efectuar correcciones. Las
variaciones de concentracién que sufre el farmaco en el
transcurso de la experiencia pueden considerarse atribui-
bles exclusivamente a la absorcidén del mismo.

En funcién de la constante de absorcidén k, obtenida, las
fluoquinolonas podrian ordenarse de mayor a menor de
acuerdo con la secuencia: CNV 8804, ciprofloxacina,
norfloxacina, CNV 8802 y pefloxacina. Del estudio esta-
distico realizado (ANOVA seguido de ensayo de Peritz) se
concluye que sblo se presentan diferencias estadistica-
mente significativas para los valores de las constantes
de velocidad de absorcidén entre la quinolona CNV 8804 y
la pefloxacina (p=0.0042) y entre la quinolona CNV 8804 y
la CNV 8802 (p=0.0372).

Si se considera la magnitud de los valores medios de la
constante de velocidad de absorciédn de las cinco fluoqui-
nolonas estudiadas, puede concluirse que la constante més
elevada corresponde a la fluoquinolona CNV 8804
(k,=6.026:10" min™").

Sin embargo, de acuerdo con ensayos farmacolbgicos pre-
vios que pusieron de manifiesto que el MIC m&s bajo
frente a 100 cepas de Escherichia coli correspondia a la
ciprofloxacina y a la fluoquinolona CNV 8802 y, no pre-
sentédndose diferencias estadisticamente significativas
entre los valores medios de k, para estas quinolonas, se
puede concluir que 1la fluoquinolona CNV 8802 es, en
principio, la més interesante desde un punto de vista
farmacoldgico y biofarmacéutico.
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