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RESUMEN

OVALLE MARTINEZ, ANA ISABEL. Farmacocinética de la Cefaloquinolona
(CQEPCA) en perros (bajo la direccién de MVZ. Héctor Sumano Lépez).

Se determiné la farmacocinética de la Cefaloquinolona CQEPCA en 8 perros a
los que se les administrd via intravenosa una dosis de 3 mg/kg de CQEPCA
cada 12 horas durante dos dias. Se obtuvieron muesiras sanguineas durante
varios tiempos seriados a lo largo del tratamiento. La relacién entre
concentracion: tiempo de 1a CQEPCA se ajustd mejor a un modelo de dos
compartimientos, con un volumen de distribucién aparente del compartimiento
central de 25 kg, asi mismo un volumen de distribucién aparente en el estado
estable notabiemente elevado de 4.03 kg y una vida de efiminacién de 2 horas.
Dada la enorme potencia de este antimicrobiano y considerando su elevado
volumen de distribucién, se lograron concentraciones plasméticas bactericidas
por unas cuanies horas Unicaments, pero las concomuclom tisulares se
predicen como muy elevadas durante un minimo de 6 horas por lo que es
posible que un intervalo de dosificacion de 8 horas sea clinicaments eficaz en la
mayoria de las infecciones bacterianas que cubre el espectro de este
antibacteriano. E! amplio margen de seguridad que se le ha caiculado permite
su dosificacién a intervalos més cortos en infecciones de virulencia excepcional
0 mis largos en casos de infecciones sensibies, '



INTRODUCCION

La industria farmacéutica moderna, solo tiene 65 afos, sin embargo, en este
lapso se ha revolucionado la practica de la medicina al proveer a los
especialistas de las enfermedades infecciosas farmacos que pueden salvar la
vida, tales como las sulfonamidas, cefalosporinas, quinolonas, etc. Empero, no
hay duda de que {a utilizacién de conocimientos cientificos y tecnolégicos tiene
un impacto significativo sobre el desarrollo, tanto econdmico como soclal y que
en México existen diversas instancias y modalidades que buscan propiciar la
vinculacién entre las universidades.

La industria farmacéutica veterinaria se caracteriza principaimente por el alto
grado de techologia requerido para la elaboracion de sus productos, y por la
investigacion y desarrolio de nuevos compuestos con el objetivo primordial de
prevenir, tratar o controlar problemas de diversa indole que afectan la
productividad de la industria pecuaria.

Actuaimente, el descubrimiento de nuevos antimicroblanos en medicina
humana y medicina veterinaria se encuentra a cargo de universidades e
institutos de investigacion dependientes de ampresas farmacéuticas que se
encuentran en paises altamente desamollados. Anuaimente las grandes
coorporaciones farmacéuticas en el mundo destinan gestos inmensos para el
desarrollo de nuevas moléculas y en México, como coniraste, ningun {aboratotio

hasts ahora habla destinado recursos para el desarmollo de moléculas
originales’ .

* Memoriss. Problemitica de) uso de Antimicrobianos en farmacologla.FMVZ. UNAM. Asoclacidn

Mexicana de farmacologia veterinaria. Depantamento de Fisiologia y Farmacologla del 3 al 6 de abril de
1995, .



En la tltima década, los grupos de antimicrobianos que mas han evolucionado,
que mayor espectro han cubierto y que mayor potencia han mostrado son fas

cefalosporinas y las fluoroquinoionas (24).

Durante |a década de 1970-1980, las cefalosporinas proliferaron en cuanto al
niimero, el espectro de actividad, 1as prescripciones efectuadas por los médicos
y el costo para el sistema de atencion de la salud. Sin embargo, la manipulacién
bloquimica de la molécula de cefalosporina podia afectar el espectro de
actividad antibacteriana, la vida media sérica o ambas cosas. Estas
observaciones llevaron a una intensa actividad de investigacién por parte de la
industria farmacéutica y una profusidn de nuevos antibidticos.

Actualmente existen tres generaciones de cefalosporinas. Las cefalosporinas
de primera generacion; que son activas contra organisimos Gram positivos. Son
sensibles a p lactamasas (cefalosporinasas) y no tan eficaces contra Gram
negativos. En este grupo se encuentran fa cefalotina, cefaioridina, cefapirina,
cefazolina, cefralexina, cefradina y cefadroxil,

Las cefalosporinas de segunda generaclon son activas contra gérmenes Gram
positives y Gram negativos. Asimlsmo son resistentes a  lactamasas, e
infeficaces contra enterococos, Pseudomona aeruginosa, Actinobacter spp y
anaerobios obligados. Dentro de esta clasificacién se encuentran; cefamandol,
cefoxitina, cefotiram, cefacior, ceforoxima y ceforanida.

Las cefalosporinas de tercera generacion son moderadamente activas contra
Gram positivos, sin embargo son activas contra gran variedad de Gram
negativas, incluso contra ciertas especles de Psseudomonas spp, Proteus
vulgaris, Enterobacter spp y Citrobacter spp. Las cefalosporinas de tercera
generscién son resistentes a P lactamasas y a menudo penetran barrera

hemato encefdlica (23).



Propiedades generales

Las cefalosporina C, obtenida a parlir de la cepa de Cephalosponium
acremonium, tiene un anillo p lactamico y un anillo de dihidrotiazina adyacente
que se presenta en la figura 1. El tratamiento acido de la cefalosporina C, la
hidroliza al acido 7 aminocefalosporanico (7 ACA) (figura 2). En si el compuesto
7-ACA no tiene actividad biolégica y se utiliza como materia prima para
aumentar radicales en los sitios especificados en la figura 2 (23). Este mismo
grupo se utilizé en la reaccion de la cefaloguinolona mediante una reduccion
con el grupo carboxilo del radical 4-quinolénico en la posicion 3, dando lugar a
un enlace carboxamido y una formula general como la que se presenta en la
figura 3.

Con respecto a las quinolonas, hasta ahora se hablan conceptualizado
Unicamente tres generaciones, mas ya se estan desaroliando por lo menos
otras 25. Algunas ya han sido evaluadas en estudios clinicos (18).
Desafortunadamente en México éste no es el caso. A menudo se hacen
extrapolaciones de especie a especie de manera precipitada, obedeciendo mas
a la presion comercial que a criterios clinico-farmacolégicos, debido a que se
han convertido en el grupo de medicamentos mas utilizados en las épocas de
los ochentas y noventas (24), ya que ofrecen significativas ventajas en cuanto a
farmacocinética, el aspectro de actividad y el bajo costo (23).

Estructura y actividad.

Leshner (citado por Albrecht (1)), puso a la dispmiclén'do la comunidad
médica en 1960, la primera quinolona antibacteriana, el dcido nalidixico,
férmaco que pronto encontrd un lugar en la terapéutica de las infecciones de
vias urinarias. Con el tiempo, se encontrd que generaba répidamente
resistencias bacterianas, lo que limito su uso. Es probable, sin embargo, que el
efecto de resistencia haya sido confundido con el paraddjico comportamiento
que muestra este antibacteriano, el cual a dosis terapéuticas tiene un efecto



bactericida, mientras que a dosis mayores pierde casi toda accién
antibacteriana (4,9). Esto se ha explicado en funcién de que el 4cido nalidixico
induce la produccion de proteinas toxicas por la misma bacteria que la hacen
autodestruirse (26). Al elevarse la dosis, se inhibe ademas el ADN el ARN por fo
que se bloquea fa sintesis proleinica y con ella of efecto autotdxico referido
(2,9). Es posible que en mayor 0 menor grado, otras quinolonas de primera
generacion tengan este comportamiento.

De cuaiquier manera, el acido nalidixico ha sido de gran valor para la
quimioterapia de las enfermedades bacterianas en virtud de haber contribuido
con el nicleo basico de los compuestos de mayor impacto en la Ultima década,

las fluoroguinolonas.

Las quinolonas contienen un grupo de dcido carboxilico en la posicién tres del

anillo estructural bésico. (Figura 4) (27). Las fluoroquinoionas més recientes
también contienen un sustituyente fiior en la posicién 8 y muchos de estos
compuestos contienen un grupo piperazina en ia posicion 7 (13),

El nicleo bisico de las fluoroquinoionas se presenta en ia figura 5 en la que se
sefialan los sitios en los que es posible afiadir aigin ofro radical para buscar
nuevas acciones antibacterianas. Abundan datos acerca de las manipulaciones
de ia molécula, de tal suerte que aqui solo se pmonfan los resultados
resumidos de dichos intentos (24). ‘

Posicion 1. Desde los primeros estudios se descubrié que en la posicion 1
existia un largo optimo de la molécula (indice STERIMOL" ) de 0.42 nm y se
encontro que el grupo ideal en esa posicion era el ciclopropilo an funcién de sus
caracteristicas estéricas, espacisies de interaccion electronica con su potencial

" Programa de computacion para Is simulacién de acoplamiento de un fémaco a su receptor.
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receptor, la ADN girasa. Recientemente se encontré que un sustituto t-butilo
aumenta la eficacia contra Gram positivos sin mucha pérdida contra Gram
negativos (1,4,15)

Posicién 2. Poco se ha logrado a este nivel, La cinoxacina ha introducido un N
en esta posicion logrando importantes ventajas farmacocinéticas, pero
perdiendo potencia antibacterina (7).

Posiciones 3 y 4. En ellas no se ha podido modificar los grupos carboxilico y
cetona, aparentemente necesarios para la unién de la molécula a la ADN girasa
(1.15).

Posicion 5. Se han intentado sustituciones en esta posicién con grupos N,
NH,, halo y alquilo, y no se han logrado resultados importantes. De hecho,
existen opiniones encontradas, pues hay quienes mencionan que tienen una
reduccion en la eficacia antibacteriana y quienes sostienen lo contrario (15).

Posicién 6. De las susiituciones a este nivel, indudablemente que el F
representd el avance mds importante de las quinolonas de primera generacion,
haciéndolas de segunda. Si se quiere hacer una division en las quinolonas, tal
sustitucion es verdaderamente marcada, ya que con ella se mojora. launidnala
ADN girasa en 2 a 17 veces y fa penetracion celular en 1 a 70 veces con
respecto a las quinolonas que no tienen F en la posicién 6 (10). Todas ias
flucroquinolonas de mayor potencia y utilidad clinica tienen un F en la posicion
6.

Posicién 7. En esta posicion se han intentado numerosas manipulaciones con
muyof o menor éxito. Asi como el F en posicién 6 distingue a las quinolonas de
segunda generacion, en esla posicion se distinguen las quinolonas de tercera.
Se ha visto que ia afinidad por la ADN girasa aumenta de maners direclamente



proporcional con lo voluminoso del sustituyente. Esto es, moléculas lineales en
este radical muestran menos potencia que radicales ciclicos como el de la
enrofloxacina y la danofioxacina (4,15). Las diferencias entre la segunda y
tercera generacion de quinolonas se han hecho evidentes con los pocos
estudios disponibles en términos de distribucion. Nouws et a/ comentan acerca
de dos quinolonas muy parecidas esfructuralmente (la ciprofioxacina de
segunda generacién y la enrofloxcina de tercera generacién) que la segunda
logra el doble de las concentraciones plasmaticas que la primera bajo iguales
condiciones experimentales, a pesar de que la diferencia entre ambas
quinolonas es de un etilo en la posicidn 4 del anillo, inserto en la posicidn 7 de
la quinolona (20).

En este momento es prudente aclarar que la actividad in vitro de las
fluoroquinolonas de segunda generacion es muy buena. En cuanto a la
actividad de la ciprofloxacina, se ha dicho que es excelente, con notable accién
contra los micoplasmas mdés comunes en veterinaria (6,16,22).
Desafortunadamente, no se cuenta con més datos acerca del destino de este
férmaco en el organismo de las distintas especies y por elio aln no se pueden
establecer indicaciones precisas de eficacia para diversas enfermedades. Dicho
de otra forma, ésto no significa que el medicamento carezca de actividad para
controlar las enfermedades en los animales doméaticos, sino que, a! igual que
en muchas quinolonas como la tusofloxacina, la fleroxacina, la norfloxacina, la
enoxacina y 340 derivados miés, aln no se cuenta con datos farmacolégicos
que hagan de su uso un ejercicio més profesional y por ende se les pueda
ubicar en el contexto clinico al que petenszcan (14),

Posicion 8, En este sitio la sustitucion con un radical “N” (tosufloxcina) u ‘0"
(ofloxacina), ha mejorado los rasgos farmacocinéticos, aunque no tanto los
antimicroblanos, de tat manera que la pérdida de ta actividad in vitro s sutituye
con una mejor actividad /n vivo (8,12,19). |



Como puede apreciarse en esta descripcién el desarrallo quimico de
quinolonas y fluoroquinolonas y fa modificacién dei grupo carboxilo daba lugar a
fa inactivacién de la molécula. Dado lo profifico de esta molécula es dificil
establecer todas ias posibles relaciones de estructura actividad; por ello, desde
el punto de vista de !a farmacologla veterinaria, lo importante es que se le
someta a pruebas farmacoldgicas antes de ubicar su valor para la clinica (24).

En este contexto México llevé a cabo una idea atrevida dentro dei desarralio
de las fluoroquinoionas, ésto es, la sustitucion del carboxilo de 1a posicion tres,
considerada como posicion estratégica, hasta ese momento, y clave para la
unién de la fluoroquinolona con su objetivo (la topoisomerasa 11)(8). Lejos de
obtener una reduccién en la actividad, se logré una notable mejoria marcando
asi, lo que se puede calificar como el inicio de las fiuoroquinolonas de cuarta
generacion. En la actualidad esta molécula y muchos andlogos mds han
recibido su patente mundial (21).

Es posible que la diferencia entre la falta de actividad detectada por otros
investigadores al sustituir este radical y la enorme actividad lograda con esta
nueva molécula se deba a que la sustitucién se hizo con una cefalosporing,
constituyendo una molécula que se ha denominado cefaloquinolona (CQEPCA).

Aun no se sabe con presicion a que se debe la mejor actividad antimicrobiana
de la CQEPCA con respecio a los componenies por separado. Es posible que la
CQEPCA tenga un maecanismo antibacterisno doble, esto es, tanto en el
citoplasma bacteriano inhibiendo el desenrroliamiento del ADN, como en la
pared; a través de Ia inhibicion de la polimerizacion de los nuciedtidos de Park
(7). Se han desarrolisdo estudios para determinar con exsctitud la participacidn

* Patente Europea: 94-325-A-Mx.,



de estas vias del metabolismo bacteriano y quiz4 otras en el mecanismo de
accion de esta novedosa molécula. Hasta la fecha las evidencias indican que la
actividad antibacteriana de la CQEPCA persiste en bacterias resistentes a
cefalosporinas y lo mismo sucede cuando hay resistencia para fluorquinolonas,
pero en contadas cepas de Pseudomonas spp en las que se ha detectado
resistencia tanto a cefalosporinas como a fluoroquinolonas, se reduce la
actividad de la CQEPCA’ .

Toxicidad agudas. A la fecha se han realizado multiples ensayos para
determinar ia DL 1%, DL 50%, DL 99% y margen terapéutico en ratas y ratones.
Los resultados reflejan consistentemente una toxicidad baja; desde 600 mgl/kg
hasta 6 g/kg . Comparativamente con la toxicidad conocida de otros
antimicrobianos  utilizados rutinariamente (aminoglicosidos, cloranfenicol,
rinfanpicina, etc) (25), la CQEPCA muestra notables ventajas. No obstante, aln
resta lievar a cabo Ias pruebas de toxicidad subaguda (subcrénica), mismas que
deberan incluir estudios de genotoxicidad” . Dada Ia gran actividad biolégica in
vitro de la CQEPCA contra multiples bacterias y por su baja toxicidad en
ratones, tanto por via oral como parenteral, se ha considerado como
consecuente el desarrolio de ia farmacocinética de este compuesto en perros.
La principal razén para llevar a cabo estudios farmacocinéticos en esta especie
es la posiblilidad de que se consideren estos datos como precedentes para un
estudio equivalente en seres humanos (clinlooofarmacocinétiéo), y el de contar
con un nuevo antimicrobiano para esta especie.

En este trabajo se planted el obtener los valores farmacocinéticos mas
importantes del fdrmaco, y asl conocer su absorcion, distribucion,

IMSS de Querétaro, estudio con més de 200 bacterias hospitalarias,
Dr E. Lorenzana, Departamento de Farmacologfa. FM, UNAM
Biologa Isabe) Gracia M. Departamento de Quimlca Inorgdnica. Faculted de Quimica, UNAM.



biotransformacion o metabolismo, biodisponibilidad y eliminacion. Esto se lievo
a cabo a partir de |a obtencion de los siguientes parametros farmacocinéticos:

- Concentracion maxima lograda (Cpo) es la cantidad maxima de farmaco
alcanzada en el plasma.

- Area bajo |a curva (ABC) es una herramienta de biodisponibilidad que en la
concentracion plasma-tiempo es util para medir la ocupancia, e! tiempo durante
el cual es ocupado determinado volumen de plasma por el farmaco.

- 1er. momento del drea bajo la curva (MABC) sera el primer valor detectado en
la curva de concentracion plasma-tiempo en el que el farmaco ocupa un
determinado volumen de plasma.

- Vida media plasmética (T,, B) que se define como el tiempo necesario para
que se reduzca en un 50% la concentracién del fdrmaco en el plasma.

- Volumen de distribucion central (Vd c) que es la cantidad de fluido
extrapasmatico necesario para diluir el medicamento a la misma concentracién
que la existente en el plasma.

- Volumen de distribucién por drea (Vd drea) se define como el volumen de
liquido necesario para contener la cantidad de férmaco en el cuerpo, si fuers
distribuido uniformemente a una concentracion igual @ la que existe en el
plasma.

- Volumen de distribucién estable (Vdss) es la cantided de fluido que
permanecera estable durante la aplicacion constante del firmaco a un intervalo
de dosificacion determinado. '

- Determinacién del nimero de compartimientos (1 6 2) para poder conocer la
distribucion, el movimiento y el equilibrio que tiene un fdrmaco dentro del
organismo. Puede ser un modelo ablerto de un compartimiento en el que el
organismo se considera como un solo cuerpo sin barreras internas y el fhrmaco
se distribuye casi inmediatamente en todo el organismo. También existen otros
modelos similares al anterior, en los que se considera al organismo como un
cuerpo con entidad central (plasma) y otra periférica extnplnmlﬁca. y en este
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caso la eliminacion va a ser a partir del compartimiento central e
inmediatemente se establecerd un equilibrio con la periferia.
- Determinacion del tipo de cinética al intervalo de dosificacion utilizado {(de
orden 0 ¢ de ter. orden) para conocer el desplazamiento del farmaco. Puede
ser por una cinética de primer orden en donde el medicamento pasara de un
lado a otro de la membrana en funcién de la cantidad el férmaco en un
compartimiento. También puede ser por una cindtica de orden cero en la que
hay una participacién de un sistema enzimatico o de transporte saturable, y la
eliminacion no se incrementa al aumentar la concentracidn, una vez que el
~ sistema anzimatico o de transporte se ha aaturado.

Tangente de distribucion-eliminacion (B8) es ia constante | aparente de
distribucion totaly de velocidad de eliminacion total del fkmaco,
- Depuracién total o corporal del organismo (Clg) es ia cantidad de sangre que
queda libre del firmaco por varias viss en una unidad de tiempo (5.25,11).



OBJETIVO
Estudiar la farmacocinética plasmética de la CQEPCA en perros tras su
administracion endovenosa. :

12



MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron 8 perros clinicamente sanos, criollos, tanto hembras como
machos. Se les examin® y se les declard clinicamente sanos, amén de que
resultaron con quimica sanguinea (urea, creatinina, colesterol y glucosa), y
‘ hemograma normales. Se les aliment6 ad-libitum con alimento comercial y se
les dividi6 en dos grupos de 4 animales cada uno; ambos grupos recibieron el
medicamento (CQEPCA) a una dosis de 3 mg/kg cada 12 horas via IV 3 dosls,
utilizando catéter fijo del nimero 18 al que se le mantuvo permeable con
heparina.

En el primer grupo se obtuvieron muestras de sangre post-administracion a los
5 y 30 minutos la primora hora y después a las 2, 5, 9 y 12 horas, antes de la
administracion de la segunda dosis. Posteriormente se tomaron muestras a las
25 horas (1 hora después de Ia tercera dosis) y a las 28 y 33 horas.

Al ver los resultados obtenidos de |as muestras pertenecientes al primer grupo
de perros se decidio tomar las muestras en el segundo grupo a los 25,17 y 30
minutos, 1y 2 horas. Con estas segundas muestras se realizaron los mismos
pasos descritos qntcriormomo.

Las muestras fueron tomadas con vacutainers con EDTA y la sangre se
centrifugé a 10,000 rpm para |a cbtencion del plasma, el cual se transporté con
pipetas estériles a envases eatériles y se les congeld a -4°C, hasta su andlisis.

Se estimaron las concentraciones plasméticas de la CQEPCA, mediante el
mﬁodo de difusién en placa diseflada por Bennet et al (3) que consiste en la
determinacion de las concentraciones sanguineas de la fraccion activa por

* Este intervalo de dosificacion es arbitrario, pero sirve para evaluas si hay acumulacion en el caso de que
su intervalo idoneo sea cada 24 horas, adn resulta Gtil este intervalo pues pemite todoas los cdlculos
cinéticos, incuyendo el de intervalo de dosificacidn.
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difusion en placa y que ha sido considerado tan sensible como el High
Performance Liquid Cromatography (HPLC) para moléculas similares (17),
estandarizado con plasma de perros y una cepa ultrasensible de Escherichia
coli como microrganismo prueba.

1) Obtencion de la cepa para la pruebs: Se obtuvo del laboratorio de
Microbiologia y Bacteriologia de la FMVZ, UNAM. Con un isopo estéril se tomé
la muestra y se sembro en una caja de petri con medio selectivo y diferencial,
agar verde brillante (V.B.), mediante la técnica de alslamiento en cultivo puro y
se incubd 24 horas a 37°C, el cultivo obtenido se sembré con la técnica de
estria continua en otra caja de petri con agar V.B. y se incub 24 horas a 37°C.
De esta manera, se utilizaron cultivos jovenes de 24 horas de Escherichia coli
para toda la prueba.

2)Preparacién del material: Se utilizaron refractarios tipo Pyrex resistentes al
calor de 22 cm X 22 cm y de 5 cm de altura, cuyo borde superior es esmerilado,
sometidos a un iavado con agua y jabén, desgrésandolos, una vez secos, con
alcohol al 70%, posteriormente fueron seliados con dos capas de pldstico de
silicon (Ega-Pack) y envueltos en papel estraza para su esterilizacion con
autoclave & una temperatura de 121°C y una presién de 15 ib, durante 15
minutos.

Los medios utilizados fueron agar Miler-Hinton (M-H) y caldo infusion cerebro

corazén (CICC), preparados segun especificaciones del producto
posteriormente eaterilizados en el autoclave (121°C/15 ib/15 min).

3) Estandarizacién de la prusbe: Esta se lievo & cabo para determinar la
conceniracion de baclerias, la concentracion del firmaco, y el volumen de agar
s utiizar a lo largo de toda la investigacion y poder asi comparar los resultados
a obtener a partir de las muestras. -
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a)Concentracion de bacterias: Se wtilizd un inoculo obtenido del cultivo joven
de E.coli en agar V.B. que se sembré en un tubo con 4 mi de CICC, se
homogeneizé y se estandarizé en el espectofotdmetro Bausch & Lomb, hasta
alcanzar una lectura de 0.6 de absorbancia al utilizar un filtro para medir una
longitud de onda con fuz visible de 530 nm lo cual correspondio a 112.5 x 10’
| UFC/ml .De aqui se tomaron 1.6 mi (inculo estandar) y se agregaron a 200 m|
de agar M-H estéril, y tibio, lo que determind una concentracion final bacteriana
de 1.41x 10'' UFC/ml.

b) Concentracion del quimioterapéutico; El farmaco utilizado fué CQEPCA. El
limite inferior de sensibilidad de deteccion de este método ha sido establecido
en este laboratorio a 0.001 ug de CQEPCA/ml de plasma. Lo cudl se hizo
realizando diluciones doble seriadas.

c) Se utilizaron 200 ml de agar MH / refractario para toda la prueba.

4) Preparacién de las placas de agar. Una vez estériles los refractarios, se
les quit6 el papel y se colocaron entre dos mecheros de Bunsen lo més cercano
posible con el cuarto cerrado evitando corientes de aire, se destaparon y se les
vacié ol agar M-H (200 mV refractario) inmediatamente después de habersele
agregado ei inoculo estandarizado y homogeneizado. En este momento con el
mechero se quitaron las posibles burbujas de aire que hablan quedado y se
tapod herméticamente con el Ega-Pack. Se dejé solidificar én una superficie
plana durante 1 hora aproximadamente. Una vez solidificado, se le realizsron 25
perforaciones equidistantes una de otra de 4.4 cm, con un sacabocados de 0.05
cm de diémetro, para fo cudl se utilizé un diagrama con las posiciones de las
perforaciones debajo del refractario.

Una vez realizado ésto, con micropipeta se tomaron 100 ul de cada una de las
diluciones y se fusron colocando en los pozos utiizando una puntila diferente
en cada ocasion. Se identificaron los pozos en el refractario y se incubaron a
37° C por 24 horas. ‘
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5) Lectura de los halos de inhibicién: Al dia siguiente se midieron los
diametros de los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano con un Vernier.

6) Andlisis de las muestras: Para el analisis de las muestras se utilizaron los
mismaos pasos que para la preparacion de las placas de agar, con la diferencia
de que en lugar de utilizar diluciones del farmaco se aplicaron directamenle 100
pl de los sueros obtenidos de las muesiras. Los resultados (halos de inhibicidn)
se compararon contra la linea eslandar para determinar la concentracion
plasmatica del farmaco en cada muestra.

7) Determinacion de la cinética del quimoterapéutico.
Las variables cinéticas que se determinaron se presentan en el cuadro 1.

Las variables serén estimadas considerando un modelo de dos compartimientos
abiertos, conforme a la cindtica demostrada por compuestos similares (21,3) y
cuyo modelo se presenta en la figura 6.

Las variables farmacocinéticas se caicularon utiizando  modelos
compartamentales y un programa de computacién (R-STRIP ') y las siguientes
f{érmulas

Volimen de distribucion aparente del compartimiento central
Vd. = Dosis IV

Cro

Volimen de distribucion aparente (érea)
Vd drea= Dosis,/ AUCs 8

' o MicroMath Scientific Software, Salt Lake City, Utah (1993).
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Volumen de distribucién aparente en el estado estable
Vd ss= DosisseAUMC/ AUC’

Depuracion sistémica
Cl,= Dosis IV/AU

Concentracién de CQEPCA al tiempo cero
Cp, =A+B
donde A= Concentracién de CQEPCA al tiempo cero extrapolada por
linearizacién de residuales y B= concentracion de la fase terminal.
K2|=Aﬁ*BGIA+B

Kio = aop/K 2

Kpza+p-Ky-Ky
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RESULTADOS

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de la CQEPCA en 8 perros,
totalizando 52 muestras. Los valores obtenidos se presentan en el cuadro 2, en
el que podemos observar las concentraciones plasmaticas de la CQEPCA
después de su aplicacion intravencsa a désis de 3 mg/kg. Obteniendo
concentraciones maximas a los 2 minutos de 0.3 ug/ml de plasma, hasta una
concentracion minima a las 8 horas de 0.0008 ug/ml de plasma. En la figura 7,
se presenta una regresion lineal de la concentracion de CQEPCA pg/mi (valores
obtenidos de diluciones doble seriadas) contra el halo de inhibicién, en la cual
se realizé un ajuste cercano de acuerdo a su tendencia, donde se observa el
limite inferior de sensibilidad de 0.002 ug/ml, esta grifica se utiliz6 para la
determinacion de ias concentraciones del cuadro 2.

La gréfica de los resultados de manera semilogritmica, se ajusté mejor a un
modelo de dos compartimientos, como se demuestra en la figura 8, En la figura
9 se presenta la misma relacion, con los valores medios y desviaciones
estandar.

Tomando a los perros de manera global, se presentan en el cuadro 3 los
valores farmacocinéticos medios y desviacién estdndar de la CQEPCA, en
donde es notable el Vdde 25 kg Vd,, de 4.03, y un Cl, y K, de 85 ml/minkg y
2.5 hr' respectivamente.

Los datos de las quimicas sanguineas y valores hematolégicos permanecieron
constantes. Todos los perros completaron el tratamiento de tres dosis en dos
dias y no se detectaron alteraciones clinicas, aunque cabe mencionar que la
dosificacién repetida, produjo clerta alteracion del estado animico de los
animales. ‘ | :
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DISCUSION

Con el andlisis bacteriolgico-cuantitativo disefiado por Bennet ot al se evaliia
Unicamente la farmacocinética de la porcion bioactiva de la molécula. Esto
brinda datos tarmacocinéticos de mayor relevancia clinica y de aplicacion
directa a casuistica. La notable potencia de CQEPCA permitié la deteccién
confiable de concentraciones tan bajas como 0.001 pg/ml. Al parecer, CQEPCA
tiene un coeficiente de particion lipido-agua tan alto, que dié lugar a una cinética
que se ajusté mejor a modelo de dos compartimientos y a un volumen de
distribucion aparente del compartimiento central de 25 I/kg. Asimismo, tanto el
voiumen de distribucién en el estado estable (Vdss=4.03 l/kg) como el volumen
de distribucién AUC (3.841/kg) fueron notablemente elevados. Estos valores se
vieron limitados por unas constantes K ,, y Cl , muy eficientes.

Las fluoroquinolonas tienen baja unidén a las proteinas piasmaticas, lo que
explica en parte su buena distribucién. Si se considera que parte de esta
molécula es una fiuoroquinolona, es posible especular que su comportamiento
haya sido similar. Esto explicarla, al menos en parte, los elevados valores de
Kio (245 hr' ) y Cl, (65 mi/min/kg) obtenidos para la CQEPCA. Estos datos
sugiolén que la administracion de la CQEPCA puede llevarse a cabo cada 6-8
horas de manera ideal, aunque dada la potencia por un lado y ia inocuidad que
se ha observado con ella, estos intervalos se puden alargar o acortar, de
acuerdo con las necesidades del caso.

La penetracion tisular de CQEPCA se pude considerar como excepcionsl, lo
que se hace evidente con las concentraciones plasmaticas al tiempo cero (Cp, =
0.120 g/ mi), que sugleren una distribucidn al compartimiento celular. Si se
considera este aspecto de distribucidn con el hecho de que muchas
fluoroquinolonas modernas son bactericidas eficlentes al concentrarse a dos
veces la CMI (26), se puede pensar que la CQEPCA tendréd un efecto
bactericida notable a nivel tisular ya que se lograrn concentraciones
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bactericidas en tejidos clave (v.g. pulmén). Esta Gltima observacién queda
reforzada con los bioensayos realizados en raton, desfiados con Pasteurella
multocida tipo A. patégena y que brindaron un 100% de proteccion’ .

El potencial terapéutico de este medicamento no puede determinarse con el
tipo de ensayo que se realizo, por lo que se sugiers como prueba consecuente
a ésta, la realizacion de estudios clinicos controlados, en particular si se
considera que estudios previos, han arrojado muy baja toxicidad".
Evidentemente se requiere un andlisis de toxicidad subclinica en la ¢ ias
especies a ias que serd destinado este medicamento.

En México, no se ha desarrollado con éxito a ia fecha, un medicamento
antimlcrobiano. Por lo que por su baja toxicidad, su aparente eficacia en los
modelos de desafio, su cindtica favorable y la originalided de su molécula,
resulta poco aventurado pensar que la CQEPCA puede convertirse en el primer
antimicroblano de tecnologia nacional ¢ generado por tecnologia propla. ™

:.PMVZ. Guiflermo Vazquez Ramos : Farmacocinética de Ia cefaquinolona CQEPCA 297 en Ratdnes.
Bio ensayos en Ramon.

*** E1 firmaco ya tlene patente internacional,
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Cuadro 1. Variables farmacacinéticas.

TRAMRDIRIIATS 0 MR T S W B DRI S IBAP HIGACH I T EIT 99U (P B ITTRA LD YRR MR LT BE $1M SV LA IR M LTI SISV L
AR AATIQLI TR W42 1T10 PIAL TV FTAAR BTN PR FUS LA T LARE 40 ENARS Yo U TERSGHL O IR AT A4 417 mummumna F

AUC (g o b/ mi)
AUMC (g » himl)
Vdc(l/kg)

Vd area(lkg) l
. Vdss(l/kg)
; a (he')
B(hr)
T Y a(hr)
| T % p(hr)
Cl 3 (ml/ min/kg)
Cp o (rg/mi)
. Alpg/mi)
B wm)
Ky (hr”)
K 5 (hr)
Kyolhr

o

| I

AUC= brea bojo 1a curva; AUMC= momenio-érea bajo la curve;Vdcs volumen de
dioiribucion cenirel; Vd dreas volumen de distribucin aperents de e fese do
posdiotribucion; Vdess volumen de dietribucion on ol estado setable; (g « WV mi) a y e
conetanies de disribucidn y posdistribucion; T % a® vide media de I fese de dieribucion;
T % § » vide modis 4o la fsne do posdietribucidn; Ci , = depurecion sanguines; Cpe
Mmm-mumm;nmmummgu
foee do dletribucion; Be extrapolecion ol tempo caro de la fase de sliminecidn o de
posdistribucién; K ; = constants de disfueidn fuers del compartimiento central; K ; =
constants de difusidn ded compertimiento periiérico sl central; K ,, = conetante de
eliminacidn. ’

24



Cuadro 2. Concentraciones plasmaticas de CQEPCA en perros después de
Ia administracion intravenosa de 3 mglkg del farmaco.
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Cuadro 3. Variables farmacocinéticas.

Vanable Larme cooone o g

AUC (ug « h/ ml) 0.047 0,005
AUMC (ug ¢ himl) 0.046 + 0.007
Vde(l/kg) 2547
Vd area(l/kg) 3.64 +0.87
Vdss(i/kg) 4,03+092

o (hr' 3,50+ 056
B (hr 0.46 + 0.21
T % a(hr) 0.11+0.08
T % p(hr) 0.06 + 0.008
Clg (ml/ min/kg) 02011
Cp o (ng/mi) 1,90 + 0.23
Alug/ml) 6513
B (ug/ml) 0.120 + 0.005
K (hr™) 0.82 £ 0.05
Ko (hr) 0.55 +0.03
Ko (hr™) 12451057

AUC= drea bajo la curve; AUNCs= momento-drea bajo la curvaVdes volumen de
distribucion central; Vd éreas volumen de distribucion aparente de |3 fase de
posdistribucién; Vdess volumen de distribucion en ol sstado estable; (ige W mi)a y s
constantes de distribucion y posdistribucion; T % aw vida media de la fase de
distribucién; T % [ = vida media de ia fase de posdistribucién; Cl ; = depuracion
sanguinea; Cps concentracion tedrics mixima en of momento cero; As extrapolacion al
tiempo cero de |a fage de distribucién; B= extrapolacién al tempo cero de la fase de
MIMO&WM;K"-CW&WIMMHW
contral; K , = constants de difueién del compartimiento periférico al central; K ,, =
conetante  de  eliminacidn,
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FIGURA 5
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