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JUSTIFICACION DEL TEMA




Hace 3 afins se intrnducia en Espafa un nuévo farmdes
macrélido,‘la Josamicina, cuyo espectro y propiedades farmacelé-
gicas habian sido recogidas en el Symposium de la Sociédad Japo-
nesa de Microbiologia en Tokyo. La Joéamicina al igual due otros
macrdlidos, han sido clasicamente etiquetados de fArmaccs inocuos,
ccn la excepcién de la alteraciones hepAticas descritas con ei
estolato de Eritromicina. Sin emtargo, cuando se revisa los tra-
bajos del antes citadc Sympusium, nos encontramos con dque &h di-
versas especies animales la Josamicina producfa "un lijéra depre-
sién de la contractilidad y la frecuercia'", que no &rdfi cudntifi-
cadas, y vasodilatacién. Por otro lado, sabemos que dos antibisti-
cos relativamente afines a los macrélidos, Clindamicid& y Lifico-
micina, son capace; cuando se administran a dosis altas por via
intravenosa de producir una depresién cardiorespiratorii én pa-
cientes, con infecciones estafilocdcicas graves.

A la vista de estos resultados pensamcs que seria de
gran interés que nuestro equipc de trabajo estudiase los efectos
cardiolégicos de la Josamicina y que estos efectos fuesen compa-
rados con 10s inducidos por otros 3 antibidticos macrélidos bien
ccnocidos (Eritromicina, Espiramicina y Oleandomicina) asi como
con los de la Lincomicina y Clindamicina. Esta comparacién la rea-
lizamos en auriculas aisladas de rafa, preparacién de facil mane-
Jo, que permite unz amplia reproduccién de los resultados y con
la que hemos trabajado en los dltimos 3 éﬁos. Han sido todcs ee-
tos motivos los que rns harn impulsadc a realizar esta Tesis Doc-

toral.



Finalmente, y a la vesta de que en la auricula de rata
la Josamicina era el farmaco mis cardiodepresor de los estudiados,
pensam~s que seria de interés estudiar, utilizandc microelectro-
dos, sus efectos sobre los pctenciales de accidn de masculos pa-
pilares ventriculares de cobaya. Si bien en esta Tesis no hemos
aportado el estudio electrofisiolbégicc de la Josamicina, su rea-
lizacién me ha permitido que me familiarice ccn las técnicas de
registro intracelular que a partir de éste momento constitui:an
mi tarea de trabajo para los prdéximos afios. En sumz esta Tesis me
ha permitido snalizar los efectos eardiacos de la Josamicina y
.me ha permitido ponerme en contacto cor diversas técnicas de Far-
macologia cardiovascular cuyo conocimiento me ha permitido deci-

dir mi futura tarea de trabzjo.




INTRODUCCION



MACROLIDOS
1.1.- GENERALIDADES.

Con esta denominacidén se engloban una serie de antibié-
ticos que presentan una serie de caracteristicas, comunes bien de-

finidas. Estas son (BEDATE, 1980):

1.- Una estructura quimica similar, formada por un ani-
110 macrociclib6 carbonado, cerrado por un enlace lactdénico al
cual estan unidos uno o varios azlcares o aminoazUcares. La supre-
sidén de uno de estos azlGcares de la molécula nos da compuestos de

menos actividad.

2.~ Un espectro antibacteriano muy similar al de las Pe-~
nicilin. i, aunque son también activos‘sobre algunos gérmenes peni-

cilinorresistentes.

3.~ Todos ellos inhiben la sintesis protéica bacteriana,
fijandose sobre la fraccidén 50 S de los ribosomas. Este mecanismo

comin a todos ellos'explica el fendémenoc de resistencia cruzada.

4.- Poseen buena tolerancia, por lo que las reacciones

indeseables son poco frecuentes.

5.~ Todos ellos se absorben bieh a nivel intestinal, se
distribuyen ampliamente por los tejidos y se eliminan en forma

activa por via biliar,

En la Tabla I hemos recogido los principales antibié-

ticos macrélidos, asi como los microorganismos de los que fueron
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inicialmente aislados (KOEZYBSKI y cols. 1967; GLQ§P¥, 1976¥‘;A
continuacién pasamos a comentgr las principales céréctebi;ticgs
farmacoldgicas de los antibidticos macrélidos utilizados en es-
ta Tesis (Eritromicina, Oleandomicina, Espiromicina y Josamici-
na), deteniéndonos selectivamente en la Eritromicina; el anti-

bibético mAs representativo y mejor conocido de este grupo.

1.2.- ERITROMICINA

1.2.1.- ORIGEN Y CONSTITUCION QUIMICA.

La Eritromicina es una sustancia blanca o ligeramente
amariilenta que se algld por Lilly Research en 1952 & partir dé
cultivos del Streptomyces erythreus (McGUIRE et al. 1952) obte-
nidos de muestras de tierra procedentes de Filipinas.

Fisicoquimicamente es una base débil con una constan-
te de disoclacidén de 8.8, poco soluble en "20- pero facilmente
soluble en etanol y disolventes organicos y de sabor muy amargo.
En estado seco es estable pero una vez disuelta ha de ser mante-
nida a baja temperatura o pierde su actividad.

La Eritromicina esta formada por un macrblido lacté-
nico de 13 Atomos de carbono y 1 de oxigeno que recibte el nombre
de eritrondlide (Figura 1 ). En realidad habria que hablar de
3 Eritromicinas: A, By C. Las tres tienen en comin un aminocazu-
car, la deso¥amina; 1a A y la B tienen un segundo azicar, la
cladinosa. i.a C es semejante a la A pero la cladinosa esta sus-

tituida por otro azGcar, la micarosa. Las Eritromicinas By C
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poseen menor actividad que la A.

La Eritromicina A es la que se usa,&n la c¢linica y es
a la que habitualmente se hace referencia cuando no se indica
.expresamente lo contrario.

Debido a su sabor amargo y a su inestabilidad en medio
acido gaAstrico en la practica se usan diversas sales de Eritro-
micina. Las sales mé&s utilizadas, asi como los nombres famacéu-

ticos respectivamente se esquematizan en la Tabla II. .

1.2.2.~ ESPECTRO ANTIMICROBIANO.

El espectro antimicrobianc de la Eritromicina aparece
en la Tabla III. Podemos ver que actua sobre los mismos giérme-
nes que las penicilinas, aunque presenta mayor actividad sobre
los Staphilococos (HASSAM et al., 1978) y sobre dlgunos cocos
gram- (WOOD y col., 1978; OLIWICK, 1978). Asl es activa frente
a ciertas cepas de Staphilococus penicilinérresistentes,por e jem—
plo S. pyogenes (STEIGBIGEL et al., 1975), frente al Streptoco-
cus faec2lis (MARDER y HKAYSER, 1977), algunas cepas de Strepco-
ccus viridans y Streptococus pneumoniae (KISLAK y cols. 1965),

Otros pérmenes gram+ sensibles son 91 Clostridiun te-
tani y prefringens y el Corynebacterium diphteriae (ZAMIRI y M--
ENTEGART, 1972). Dentro de los cocos gram- son sensibles las Nei-
sserias (meningidistis, gonorrhoeae y catarrhalis), la Bordetella
pertussis y algunas cepas de Haemophilus influenzae.

Otros gérmenes de interés sensibles a Eritromicina son

el Treponema pallidum (BRAUSE et al., 1976) el Mycoplasma pneumo-—
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TABLA III .- ESPECTRO ANTIMICROBIANC DE LA ERITROMICINA

S.
S.

S.

aureus
pyogenes
pneumonize
viridans
faecalis
diphtheriae
perfringens
tetani

kansasii

scrofulaceum

/pg/ml

0.01-2*
0.03-0.25
0.01-0.25
0.03-4
0.5-4
0.25-4
0.25-2
0.25-0.5
0.5-2

0.5-16

N.
N.
H.

B.

gonorrhoeae
meningitidis
influenzae

pertussis

Brucella spp.

}Pg]ml

0.03-0.5

0.25-2
0.5-8

0.086-0.25

. 0.25-32

*(ng/ml) Concentracisnes minimas inhibitorias.
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niae fJAO y FINLAND, 1967), muchas cepés de Ricketsias (WISSERMAN
et al., 1974), R. prowazekii y Chlamydia (XKUO et al., 1977; LEE
et al., 1978), algunas Mycobacteriuﬁ atipicas como el Scrofula-
ceum, el Kansasii 6 el agente productor de la enfermedad del le-

gionario.

1.2.3.- MECANISMO DE ACCION.

La Eritromicina actua como bacteriostitico a las dosis
habitualmente utilizadas en clinica. A dosis més elevadas puede
comportarse también como bactericida, aunque esta posibilidad
depende también de la especie bacteriana (GARROD y WATERWORTH,
1962).

Su accién antimicrobiana se realiza inhibiendo la sin-
tesis protéica bacteriana (GOLDBERG, 1965). La accién de la Eri-
tromjcina se realiza sobre los ribosomas 70 S. Mas ain, los estu-
dios con(14c)—Eritromic1na indican que ésta se une exclusivamen-
te a la subunidad 50 S del ribosoma, unidén que requiere la pre-
~sencia de NH4+ y K*. La Eritromicina no inhibe la formacién del
enlace peptidico sino que inhibe el paso subsiguiente, la trans-
locacién (CUNDLIFFE y McQUILLEN; 1967), en el que la peptidil-RNA
es transportada desde el lugar A (aceptor) al lugar P (donador
6 peptidil) (OLEINICK y CORCORAN, 1969).

La peptidil-RNA-, inmobilizada en el lugar A bloquea-

t
ria la elongacidén de la cadena protéica ya que impediria la fi-
Jacidén de un nuevo aminoacil—RNAt, y el resultado seria la supre-

5ién de la sintesis protéica.
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Experimentos mas recientes, sin embargc, muestran»jue
la accidén de la Eritromicina puede ser mé&s ingeniosa que tody
esto. Mientras que la Eritromicina inhibe la reaccién de la ju-

romicina con peptidil-RNA_ natural, se ha obsérvado 4que no b.o-

t

quea la reaccidén cuando se utilizan anadlogos de peptidil-RNA,

tales como el N-acetilfenilalanil-RNA, 6 el N-acetildifenila a-

nil-RNAt, que tienen mayor afinidad por la peptidil-transferisa
1

que la peptidil-RNA,_ natural. Esto sugiere que la Eritromiciia

t

impide que peptidil-RNA_ gane el adecuado acceso al sitio dowa-

t
dor durante la translecacidn, pero que en camblio pdrece permitir
a la molécula unirse a un lugar contiguo. Solo aquellas espeties
de peptidil—RNAt que posean uria afinidad mayor de lo hormal jor
la peptidil-transterasa podrian participar en la formacidén de¢ un
enlace peptidico en esta posicién andmala (FRANKLIN y SNOW, :975).
Este mecanismoc explica porque la actividad antimicrocbiana de los
macrdélidos sea mas intensa en la fase de crecimiento logaritnico

del cultivo bacteriano, mientras que en cultivos en fase esticio-

naria sus efectos son minimos.

1.2.4.- FARMACCCINETICA.
1.2.4.1. Absorcidn.

La gran inestabilidad de la Eritromicina, que es des-
truida por el jugo gastrico, justifica la administracién de ci-
versas sales que presentan marcadas diferencias en el grado
absorcidn tras su administracién por via oral. La absorcidn oral

depende de la dosls utilizada y de la presencia o no de alimentos
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en el tracto digestivo, ya que su presencia demora la absorcidn
de la Eritromicina (KNOTHE y cols., 1977).

.. gbla Eritromigina base :se -absorbe bien en la parte supes .
ﬁfis; delbintestino delgado, pero por ser inactivada por el jugo
gastrico debe administrarse en tabletas con cubierta entérica
que se disuelven en duodeno.

Ei estearato de Eritromicina es resistente al jugo
gastrico y se hidroliza en el intestino liberando Eritromicina
base que se absorbe. El estolato, es también resistente al medio
adcido gastrico y se absorbe por via digestiva en forma de ester
del A4cido. propiénico (TRIGGS y ASHLEY, 1978). La Eritromicina
también se absorbe por via intestinal en gran parte en forma de
ester de etilsuccinato de Eritromicina. Estos ésteres no adquie-
ren actividad antimicrobiana hasta que han sido hidrolizados en
el suero (TAZDREW y cols., 1969), Por via parenteral se utilizan
el glucoheptanato y el lactobionato de Eritromicina. Los niveles
plasmaticos de las distintas sales de Eritromicina se representan

en la Tabla 1V .

1.2.4,2. Distribucidn.

La Eritromicina circula en los liquidos plasmatices u-
nida a una alfa-globulina. La Eritromicina base se une a protei-
nas plasmiticas en un 73% y el propianato en un 93%. Se distribu-
ye por todosllos tejidos, excepto cerebro y L.C.R. siendo de los »
pocos antibidticos que penetran.en liquido prostatico. En condi--

ciones normales atraviesa en pequefilas concentraciones la B.H.E.,
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aunque el paso es mayor cuando las meninges estin inflamadas
(GRIFFITH y BLACK; 1970). Se acumula en higado y bazo, alcanzan-
do en el higado concentraciones hasta 13 veces superiores a los
niveles plasmAticos. Tambien alcanza altas concentraciones en
liquido ascitico y aspirado bronquial. La Eritromicina atravie-
sa la barrera placentaria, habiéndose demostrado su presencia

en liquido amnidético y en sangre fetal; en el feto la Eritromi;
cina se acumula fundamentalmente en higado y en bazo.Si bien no
se ha demestrado que la Eritromiciria produzca malformaciones fe-
tales, estos datos unidos al hallazgo de que en la embarazada se
alcanzan concentraciones plésméticas superiores que en la mujer
no embarazada, parecen sugerir un especial cuidado en la adminis-
tracién del antibidtico en la mujer gestante (SOUTH y cols. 1964;

PHILIPSON y cols. 1973).

1.2.4.3. Excrecién,

Solo un 2-5% de la Eritromicina administrada por
via oral se excreta en forma activa por la orina; un 12-15% des-
pués de una infusidn 1ntravenos?. Por via renal la Eritromicina
se excreta principalmente por filtracidn glomerular. Sin embar-
go, la principal via de eliminacidén de la Eritromicina la cons-
tituyen las heces. Cuando se administran por via oral dosis ele-
vadas de Eritromicina las hecés pueden contener hasta 0.5 mg/g.
El antibidtico se concentra en el higado y se excreta en forma
activa por la bilis, que puede contener hasta 250 mg/ml cuando

las concentraciones plasmaticas son muy altas. Parte de la Eritro-
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micina puede sufrir una - demetilacién hepatica antés de exéretar-

'se por bilis (MAO y TARDREW, 1965). La vida media plasmatica de

la Eritromicina es de 1.4 horas aproximadamente. Esta vida media

se prolonga en pacientes con anuria (KUNNIN, 1967). La Eritromi-

cina no se elimina por dijlisis pefitoneal ni por hemodiAlisis.
Otra via de eliminacién la constituye la léché donde

la Eritromicina alcanza concentraciones similares a las plasmé-

ticas.
1.2.5.- INDICACIONES.

1. Infecciones por Stafilococos. Dada 1a ineficacia
de la penicilina frente a la mayoria de las infecciohes estafi-
locécicas (faringitis, infecciones cuténeas incluldas las heri-
das, infccciones del tracto urinario), la Eritromicina ha sido
el farmaco de eleccidn en su tratamiento (SHOEMAKER y YOW, 1954).
En la actualidad es también el fArmaco de eleccidn en el trata-
miento de procesos infecciosos sensibles a Penicllinas én pacien-

tes que presentar hipersensibilidad alérgica a las mismas.

2. Infecciones por Streptococos. Esti plenamente de-
mostrada su eficacia incluso frente a Streptococos beta-hemolf-
ticos, siendo el farmaco de eleccidn en los cuadros de resisten-

cia 6 de hipersensibilidad a las Penicilinas (BREESE et al. 1974).

3. lLas infecciones porNeumococos suelen responder muy

bien al tratamiento con Eritromicina. En la Meningitis por Neu-
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mococos, Yy debido a la dificultad con que atraviesa la B.H.E. se
utilizard a altas dosis (4 6 6 g/d), aunque los resultados son

Py

inferiores a los conseguidos con Penicilina é Cloranfenicol.

4. Es el farmaco de eleccidn en el tratamiento de las
infecciones por Corynebacteriun diphteriae (GINSBURG y EICHEN-
WALD, 1976; MILLER y cols., 1974) asil como en el tratamiento de

portadores sanos.

5. En las infecciones por Clostridium la respuesta a
Eritromicina es muy variable. En las infecciones por Clostridium
Tetani la respuesta es altamente positiva, siendo el antibidtico

mas eficaz frente a esta especie.

6. Frente a Bordetella pertusi su eficacia es induda-
ble, aunque si la enfermedad ha alcanzado el estado paroxistico
ésta sigue su evolucidn, pero el enfermo deja de ser contagioso

(NELSON, 1969; LEADING,ARTICLE, 1970).

7. Otras infecciones. La Eritromicina es activa frente
‘a infecciones producidas por Haemophiluss, Mycoplasma pneumoniae
(FOY et al., 1970; SHAMES et al., 1970; WENZEL et al., 1976) y
Micobacterias atipicas. En el eritrasma producido por Coryne-
bacterium minutisimun los resultados son espectaculares (SARKA-
NY et al., 1961; KNOX et al., 1964; KiNGERY, 1965; BOWYER y Mc-
COLL, 1966). La Eritromicina es activé también frente a las for-
mas precoces de sifilis cuando no es posible la utilizacién de

Penicilina (MONTGOMERY y KNOX, 1959; SCHROETER et al., 1972).

*
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1.3. OLEANDOMICINA. “

Se obtuvc por los Laboratorios Charles Pfizer & Co. en
1954 a partir de una cepa del Streptomyces antibioticus. Posee
una estructura quimica formada por una lactosa saturada (oleandé-
lido) unida a dos azicares, la desoxamina en 05 y la oleandrosa
en C3 (Figura 2 ). Como sal soluble se utiliza el fosfato y
como éster insoluble, la triacetiloleandomicina (TAO).

En la Tabla YV se muestran las preparacisnes comercia-

les, vias de administracién y dosis de algunos derividos.

1.3.1. FARMACOCINETICA.

Se absorbe bien en el tracto digestivo. L4 forma ace-
tilada (triacetil-oleandomicina) es la que mejor se absorbe, al-
canzando niveles plasmaticos mas elevédos que los de 1la Oleando-
‘micina base 6 el fosfato de Oleandomicina. Este Gltimo se ahsor-
be completamente por via intramuscular.

Se distribuye bien por todos los tejidos y liquidos
orgéanicos; la difusién al L.C.R. aumenta cuando las meninges
estin inflamadas. Se concentra en bilis, sufre circulacidén ente-
rohepatica y se excreta por heces. Por orina es escasa Su excre-
cibén, aunque se concentra en rifién alcanzando niveles terapéu-

ticos.
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cos activos.

1.3.2.~ INDICACIONES.

Dado que su espectro antibacteriano y su mecanismc de
accidn son similares a los de la Eritromicina estid indicadaen
aquellas infecciones producidas por Estafilococos resistentes a
Penicilinas 6 a Eritromicina, si bien debemos de recordar qie mu-
chas cepas resistentes a Eritromicina también presentan resisten-—

cias cruzadas para los restantes macrélidos.
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1.4,- ESPIROMICINA

Fue obtenida en 1954 del Streptomyces ambofaciens en
los Laboratorios Rhone-Poulenc a partir de muestras de tierrg de
Paris.

La Espiromicina es una base amorfa que forma con los-
dcidos sales solubles.

ESta constituida por una mezcla de tres componentes:
Espiromicina I, II y I1I, de estructura quimica muy similar, El
anillo lacténico tiene en este caso 19 &tomos de carbono y a él
se unen dos azcares aminados, la isomicamina y la micominosa y
un azicar no aminado, la micarosa (Figura 3. ).

En la Tabla V se muestra el preparado coﬁercial,
vias de administra&ién, presentacién y posologia.

Su mecanismo de accidn y su farmacocinética son simila-
res a 1os de Eritromicina. Aunque se ha demostrado que asi como
la Eritromicina'se acumula en préstata y liquido prostatico (27
Pg/ml) la Espiromicina se elimina y se acumula selectivamente en
saliva (10—12}pg/m1), por lo que se ha utilizado en el tratamien-
to de procesos infecciosos orofaringeos u odontolégicos (SUTHER-

LAND, 1962).

1.4.1.- ESPECTRO BACTERIANO.

La Espiromicina es activa frente a cocos gram + . Es
también activa frente a la toxoplasmosis de la embarazada, pero

solo sobre las formas vegetativas, no sobre los quistes. Es poco
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activa frente a cocos gram - y Rickettsias (BENAZET y DUBOST,
1959).

1.4, 2,- INDICACIONES.

La Espiromicina si bien es menos activa in vitro que
la Eritromicina, presenta la ventaja de una prolongada fijacidn
a los tejidos (parenquima renal, tejido déseo, préstata).

Sus indicaciones son similares a las de la Eritromici-
na. Puede ser usada como alternativa a la Penicilina G éh infec-
ciones producida§ por‘streptococos, neumococos y edtafiiococos.
La Espiromicina se utiliza también en el tratamiento de la gono-
rrea (DAVID y PORTER, 1959; LEADING ARTICLE, 1970) y &h el tra-
tamiento de la toxoplasmosis de la embarazada (BEATTIE, 1967) ya
que inhibe la infeccidn por toxoplasmas en el feto (DESMONTS y
COUVREUR, 1974). También es activa para el tratamiento de la go-

norrea en cascs complicados.

~
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1.5. JOSAMICINA.

1.5.1. ORIGEN Y CONSTITUCION QUIMICA.

La Josamicinz es un nuevo antibidtico macrdlido aisla-
do por UMEZAVWA y cols. en 1964 a partir de cultivos de Strepto-
myces narbonensis, variedad josamyceticus, aislado de muestras
de tierra procedente de Motoyama (Japdn).

La Josamicina es un polvo blanco o blanco amarillento,
inodoro, de sabor amargo, con un puntolde fusidén de 1302-1332C
(OSQNO y cols., 1967) y que presenta mayor estabilidad que la
Eritromicina en medio &cido. A diferencia de otros macrélidos su
accidén irritante era practicamente nula como se demostrd al apli-
car una solucién al 1% en la conjuntiva del conejo durante 7 dias
(MASAKICHI y cols., 1969). Josamicina es soluble en la mayoria
de los solventes organicos, tales como alcohol, ésteres acéticos,
cloroformo o benceno y también en agua acidificada,pero es prac-
ticamente insdlﬁble en agua neutra y en éter de petroleo.

La Josamicina base estad formada por una molécula de
acido isovalérico unida a dos azdicares, micarosa y micaminosa,
asi como una lactona macrociclica(Figura 4 ). Existe también
en forma de propionato que posee similares propiedades fisico-

quimicas gue la Josamicina.

1.5.2. ESPECTRO ANTIMICROBIANO.

El espectro antibacteriano de la Josamicina se resumid
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en el Sympsium que la Sociedad Quimisoterapéutica del Japdn dedicéd
a este farmco en 1968. En resumen, el espectro antimicrobiano
de la Josanicina es similar al de la Eritromicina aunque como
puede verse en la Tabla VI es un poco mas amplio. Muestra una
gran activiad antimicrobiana frente a bacterias gram +, mico-
plasmas y dgunos gram - (NAKAZAWA y cols., 1969; OSONO y cols.,
1969; MITSUASHI,1969) pero su actividad es débil frente a or-
ganismos ertéricos. In vivo presenta una actividad superior o
igual a la je la Eritromicina en infecciones estafilocdécicas
(OSONO y cos., 1971),presentando sobre la Eritromicina la gran
ventaja de 10 inducir resistencia macrélida en el estafilococo
(OSONO y co.s., 1971). La mayoria de los estafilococos Eritro-
micina-resistentes pertenecen al grupo C 4 B de la clasificacidn
de MITSUHASII (1969), en los que la Eritromicina (grupo C) o la
Eritromicim y Oleandomicina (grupo B), inducen resistencia ma-
crélida.,dcnamicina, sin embargé, es efectiva frente a estos
estafilococis resistentes, que empiezan a ser muy comunes en

nuestro med.o. La Josamicina es también efectiva frente a esta-

- filococos resistentes a Tetraciclinas y Penicilinas (OSONO y cols.

1971) por lc que seria de gran utilidad en el tratamiento de las
infecciones estafilocdcicas multirresistentes.

J(samic%na, asi mismo, no presenta resistencia cruza-
da con otros antibiéticos tales como Penicilihas, Estreptomicina,
Cloranfeniccl y Tetraciclinas (GUEVARA SOSA y cols., 1977), pero
si muesfra resistencia con otros macrélidos.

Er general la Josamicina presenta una accién predomi-
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vl TABLA VI . ESPECTRO ANTIMICROBIANO JOSAMICINA-

Estreptococo Beta hemolitico
Estreptococo viridans
Estreptoconco Alfa

" albo

" epidermitis

" pyogenos
Estafilococo aureo coagulasa +
Céndida albicans
Diploroccus pneumonia III
Coryhebacterium dipntheziae
Bacillus anthracis

" cereus

Clostridiun Tetani

" Welchii

" botulinum

Estafilococo resistente a : Estreptomicina
Penicilina
Actinomicina
Carbomicina
Erytromicina
Telomicina
Amfomicina

Neisseria gonorrhoeae
" meningiditis

Bordetella pertussis
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Aerobacter aerogenas
Klebsiella pneumoniae
Salmonella enteziditis

.

Staphylococos aureus

"

Haemophilus influenzae
Mycoplasma pneumoniae
Escherichia coli
Shigella

Treponema pallidum.

resistentes a :

Estreptomicinna
Amfomicina
Penicilina
Carbomicina
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nantemente bacteriostatica aunque se observaban efectos bacteri-

cidas a concentraciones superiores a 10 ).:g/ml.

1.5.3. FARMACOCINETICA.
1.5.3.1.~- Absorciédn.

La Josamicina se absorbe bien a nivel intestinal. En
ratones, tres horas después de la administracién oral de 200 mg/Kg
de 3H-Josamicina (5.07 mCi/g), el remanente de radioactividad en
el contenido del tracto digestivo y heces era de alrededor. del
40% de la actividad total original administrada. Tomando en con-
sideracién la alta excrecidén por bilis, puede establécerse que
mas del 60% de la Josamicina administrada oralmente se absorbia

en el intestino en un plazo de 3 horas.

1.5.3.2.- Distribucidn.

La Josamicina se une mencs de un 15% a proteinas plas-
maticas. En la Figura 5 se 1lustran los niveles HemAticos y
tisulares de Josamicina tras su administracidén oral en ratas
(OSONO y c¢ols., 1569).

Una hora después de la administracidén de 3H-—Josamici-
na, la radiocactividad alcanzaba concentraciones en el higado
(1.812 dpm/mg) siendo 3 veces mas alta a nivel de bilis (6.760
dpm/mg), pero los niveles de actividad eran bajos en sangre y en
otros tejidos, con excepcidn de la alta retencidn observada en

las paredes del estdémago e intestino. Tres horas después, la
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concentracién en las paredes gastro-intestinales, higado y bilis,decreciéd
pero la radiocartividad alcanzaba altas concentraciones en los

pulmones, de hasta 5 veces el nivel en bilis (26.910 dpm/tg);

también se observaban niveles mis altos en corazdn y timo.

Estos resultados muestran las siguilentes caracteriéti-
cas de distribucién en el organismo del ratédn:

1) La excrecidén por bilis encuentra pocas dificultades;
2) Después de que la excrecidn biliar disminuye lentamente, el
antibiético atraviesa el higado hacia la corriente sanguinea; y
3) Posiblemente por una alta afinidad a los tejidos, se fija en
grandes cantidades a los pulmones (hasta el B.47% del férmaco
administrado), rifién, bazo e higado. Estos resultados sugieren
también que su excrecidén se realiza facilmente por via renal (més
del 25.9% de radioactividad a las 3 horas).

Tras la administracidn oral de 0.5-1 g de Josa&icina
base en varones adultos sanos, los niveles plasmaticos maximos
oscilaban entre 1.5—1.6'pg/m1 y 2.2-3.6)ug/m1, respectivamente
(OSONO y cols.. 1969). Estas concentraciones maximas se alcanza-
ban a los 30-60 min de su administracidén y luego descendian pro-
gresivamente en las sigulentes 6 horas. En el caso del Propiona-
to de Josamicina los niveles plasmaticos maximos se alcanzaban
1-2 h después rie la administracidn.

La Josamicina no atraviesa la barrera hematoencefélica
aun cuando exista inflamacidn meningea. Sin embargo la Josami-
cina penetra bien en la leche humana. Los niveles en ieche fueron

aproximadamente iguales a los niveles en sangre de la madre, des-—
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pués de la administracidn oral de 500 mg. Atraviesa placenta en-
contrindose en sangre umbilical niveles comprendidos entre un

25-50% de los de la sangre materna; loé niveles eran aun menores
en el liquido amnidético no pudiendo detectarse Josamicina en 1la
sangre periférica de los neonatcd (TAKADA y cols., 1969; TOKUDA
y cols., 1969). La Josamicina también se distribuye a los teji-
dos oculares y humor acuoso, pero la aplicacidn subconjuntival

y la instilacidén en gotas proporciona niveles humorales mucho

mas altos (MIKUNI y cols., 1969). ITO y cols. (1969) demostraron
que la Josamicina también aparece en el esputo; tras la adminis-
tracién de 200 mg de Josamicina en pacientes con bronquiectasias
se encontraron hasta 17.4'Pg/m1 de Josamicina en el esputo reco-

gido 3 horas después.

1.5.3.3. Metabolismo y excreciédn.

La Josamicina es rapidamente biotransformada en el hi-
gadb. En el hombre, se han aislado dos metabolitos de la Josami-
cina: 1a 15-h1droxi-Josamiéina y la B'-hidroxijosamicina; ambos
se encuentran tanto en sangre como en orina. El grupo acetilo de
la micaminosa es facil de hidrolizar enzimaticamente, pero no el
OH de 1a aglicona 6 el grupo isovalérico unido a la micarosa.

Otros tejidos, incluendo pulmén, rifidn, miasculo e in-
t?fﬁino,d?&§§?°gﬁ9eﬂﬁii€99%3$?WY?P:ﬁl proceso de -biotransforma-
cién {MASHIMO y cols., 1969).

La Josamicina se excreta fundamentalmente por via bi-

liar, pasando al intestino, donde sufre recirculacidén enterohe-
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patica. La excrecidn renal del antibidético es poco importante,

ya que el farmaco recuperado en orina al cabo de 24 h. represen-
ta alrededor del 5% de la dosis administrada. Dado que la Josa-

micina se excreta principalmente por bilis, su eliminacidn esta-
ri deprimida en pacientes con insuficiencia hepatica (OSONO y

cols., 1969).

1.5.4. INDICACIONES.

Josamicina esta indicada en todo tipo de infecciones

causadas por gérmenes sensibles:

1. Infecciones otorrinolaringolégicas (faringo-amigdalitis, farin-
gitis, otitis media o rinofaringitis) producidas pot Neumo-
cocos. Estreptococos alfa-hemoliticos, Klebsiellas, Neisseria
catharralis, Estreptococo epidermitis, Estreptococo viridans,
Estreptococo beta-hemolitico y Estafilococo aureus coagulasa
positiva. Su eficacia frente a los dos (ltimos era superior al
90% (VALDEZ y ccls., 1977). Idénticos resultados fuefon ob-
tenidos por GUEVARA y cols. (1977) en infecciones respirato-

rias de vias altas.

2. Infecciones respiratorias. La Josamicina did buenos resultados
en infecciones producidas por Haemophilus, (Neumonias, abcesos

de pulmén, bronquiectasias) (OSONO y cols., 1971).

3. Infecciones biliares por Estafilococos, Estreptococos hemoli-

ticos y Neumococo (OSONO y cols., 1971).
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Infecciones oftalmolégicas (orzuelos producidos por Estafilo-
cocos, abcesos, dacrocistitis crénica producida por Neumoco-
cos, Glceras corneales producidas por Neumococos y Estafilo-
cocos, tenositis aguda producida por Estafilococos, abcesos
orbitarios). En totalla:terapéutica con Josamicina demostréd
ser efectiva en el 80% de las enfermedades ocudares tratadas,

tanto de adultos como de nifios (MASAKICHI y cols., 1969):

La Josamicina demostrd ser eficaz en pacientes con infecciones

odontolégicas (periodontitis, alveolitis aguda, pulpitis, em-
piema dental), y en la prevencidn de infecciones postoperato-
rias después de la cirugia plastica del hueso alveolar, api-

ceptomia o ablacién tumoral (NAGURA y cols., 19 ).

Infecciones dermatolégicas (forunculosis, piodermitis,super-
ficial y piodermitis secundzria) siendo los resultados méas
positivos cuanto més precoz era el tratamiento (GOTO y MURA-.

MATO, 1969).
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LINCOSAMIDAS
116 LINCOMICINA y CLINDAMICINA

1.6.1. ORIGEN Y ESTRUCTURA QUIMICA.

La Linecomicina fue aislada en el laboratorioc de la com~
pafiia Upjohn del Streptomyces Lincolnensis variedad lircolnensis.
(MASON y cols., 1963). Quimicamente esti constituidd por el 4-
-propilhigrico, un derivado de la pirolidina, y por la metil-tio-
lincosamidina unidos por un puente amida (Figura 6 ).

A partir de la Lincomicina fueron preparados numerosos
derivados, la mayoria de los cuales tienen menosg actividad que
la Lincomicina. No fue ese el caso de la Clindamiciha (7-cloro-
-deoxy-Lincomicina) sintetizada por MARGERLEIN y cols. (1967),
que 2s sustancialmente miAs activa que la Lincomicina.

Las Linzosamidas poseen una estructura distinta a la

de los antibiéticos macrdlidos (Figura 6 ).

1.6.2. ESPECTRO ANTIMICROBIANO.

A pesar de que existen grahdes diferencias en cuanto
a su constitucién las lincosamidas poseen un espectro similar
al de los macrdlidos (Tabla VII), siendo activas frente a gram+
(Stafilococos, Streptococos hemoliticos y Neumococos). Sin embar-—
go, existen algunas diferencias interesantes con respecto a los

macrdlidos. lLas enterobacterias son resistentes tanto a Lincosa-
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TABLA VII.- ESPECTRO ANTIMICROBIANC DE LAS LINCOSAMIDAS
LINCOMICINA CLINDAMICINA

S. aureus 0.5-2* ot.-4

S. pyogenes 0.05-1 0.01-0.25

S. pneumoniae 0.1-1 0.05

S. viridans . 0.1-1 0.05

S. faecalis 2-64 0.05-64

B. anthracis 0.25-8

Clostridium spp 0.5-32

A. israeli 0.1-0.5

N. gonorrhoeae 8-64 0.5-4

N. meningitidis 32

H. influenzase 4-16 0.5-16

B. fragitis 2-4 0.02-0.1

* (ug/ml) Concentracisn minima inhibitoria.
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midas como a los macrolidos pero mientras que 1os Haemophilus

Y Néisseria son sehsibles a Eritromicina, son resistentes a Lin-.
comicina. Son también activas frente a bacterias anaerobias,
siendo el Clostridium perfringens méas sensible que otras cepas,
como el Clostridium sporogenes que participa en la gangrena ga-
sSeosa y la celulitis anaerobia (WILKINS y THIEL, 1973).

En estudios in vitro la Clindamicina es 4-8 veces mas
activa que Lincomicina frente a estafilococos y estreptococos
(excluidotel enterococo) y también frente a stafilococos peni-

cilinasa resistente (McGEHEE y cols., 1968).

1.6,3. MECANISMO DE ACCION.

Actuan sobre la subunidad ribosdémica 50 S a la que se
unen (CHANG y cols., 1967) e inhiben la sintesis protéica. Esta
unidén es antagonizada por la Eritromicina y a su vez la propia
Lincomicina es capaz de impedir la unidén del Cloranfenicol, 1lo
que indica que los lugares de unidn de estos tres antibidticos
a nivel de la subunidad 50 S estin de alguna forma relacionados.
El mecanismo por el que la Lincomicina inhibe la sintesis protéi-
ca, parece ser similar al del Cloranfenicol, actuando en la.sub~
unidad 50 S sobre la peptidiltransferasa e inhibiendo el proceso
de transpeptidacidn como consecuencia se bloquea la formacidn
de enlaces peptidicos entre los aminocicidos y la transferencia
de 1a cadena polipeptidica al nuevo aminoécido fijado en el si-
tio A. La Lincomicina se fija selectivamente en los ribosomas de

distintas bacterias, pero no en los ribosomas de los protozoos
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y células de organismos superiores (PUMAROLA, 1980). Ademis,: pa-
rece que al igual que el Cloranfenicol podria interferir con 1la
unidén al ribosoma del terminal aminocacil del aminoacil—RNAt, es

decir, inhibiendc la iniciacidn de la cadena (CUNDLIFFE, 1969).

1.6.4. FARMACOCINETICA.
1.6.4.1.- Absorcidn.

Lincomicina se absorbe bien por via oral y por via pa-
renteral. El tiesmpo necesario para alcanzar la maximé éotcentra-
cién plasmatica y el rangoe de concentraciones plasmaticas maxi-
mas asi como la vida media del farmaco tras su admihistracién por
diversas vias, se representan en la Tabla VIII,

La presencia de alimentos en el estémago rétrasa y
disminuye significativamente la absorcidn de las Lincosamidas.

La presencia de aliméntos disminuye la velocidad de absorcién,
pero no modifica la biodisponibilidad para la Clindamicina, mien-
tras que en el caso de la Lincomicina la presencia de alimentos
modifica, disminuyendo, ambos parametros, la velocidad de absor-
cién v 1la bilodisponibilidad del farmaco (Figura 7 ).

El palmitato de Clindamicina es inactivo in vitro pero
es rapidamente hidrolizado en el intestino antes de que su ab-
sorcidn tenga lugar. Por lo contrario el fosfato de Clindamicina
se hidroiiza lentamente después de ser inyectado por via intra-
muscular,

La Clindamicina se une a proteinas plasmaticas en un

94% mientras que la Lincomicina, que es 50 veces menos liposolu-



‘ewmes == Clindamicina en ayunas

w——— Clindamicina despues de comer
sessess Lincomicina en ayunas
Lincomicina después de comer

NIVELEDS PFLADMATICLWD (Ug/mi)

e P
's..- P
L N, 4
o N O“.
6 8 10 12

HORAS DESPUES DE UNA DOSIS ORAL DE S00 mg.

FIGURA 7

Ef:cto de los alimentos en las concentraciones plasmaticas

de Lincomicina y Clindamicina después de la administracidn

oral de los mismos

(REDRAWN después McGEHEE at al., 1968).



44

“couBWNy T8 U3 SEBIA SERUTASTP J0d opea;

~STUTWPE BUTOTWOOUT] 3P O03BJIPTUJIOTD TOP SBUWIXew sedljewse(d ssuoideaguasue) -°IIIA  yIgvl

$-S°¢t 0°2ec-0'8 0 0ot AT
9-v 0°81-0°8 c-1 009
g2'v-c'¢t 00e ‘H'I
"us ‘00s ’
. ‘U9 ‘ose
9~y L=z 14 00s Tvya0 VNIOIWOONIT

30 OLVHAIHY¥OTID

CHY (ruy/Bd ¥ 1) ¥ (Bu)sTS00 VIA OOVHEYd



45

ble, solo lo hace en un 75% (PICARDI y cols., 1975).
Las concentraciones maximas en plasma obtenidas tras
la administracidén de diversas sales de Clindamicina aparecen en

la Tabla IX

1.6.4.2. Distribucién.

Lincomicina se distribuye por todo el organismo, aun-
que no Se concentra en ningun érgano en especial. Después de hi-
drolizarse en el suero, el fosfato de Clindamicina sufre rapida-
mente el proceso de distribucidn por lo menos en 4 estados dife-
'rentes: fosfato, Clindamicina base, demetil derivado y como sul-
féxido. El demetil derivado es mis activo que 1la Clindamicina
base mientras que el sulfdéxido es menos activo.

Todos ellos atraviesan mal la barrera hematoencefali-
ca por lo que los niveles obtenidos en liquido cefalorraquideo
son pobres y erraticos. Sin embargo, pasan la barrera placenta-
ria y aparecen en liquido amnidtico.

Las Lincosamidas tienen una gran apetencia por el te-
jido oseo, tanto en circunstancias fisioldgicas como patolégicas,
depositindose un 37% de la dosis en el tejido éseo cuando se u-
tilizan dosis terapéuticas; la capacidad de penetracidén en los
tejidos blandos inflamados es el doble que en el tejido &seo.

En el hueso las Lincosamidas no sufren biotransformacidn, por
tanto se mantiene intacta su actividad antibacteriana (PELZL,
Von y cols., 1970), lo que representa una ventaja sobre las Te-

traciclinas,
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1.6.4.3. Excrecidn.

La excrecidn renal de Lincomicina es pequefia excepto
tras su administracidén por via i.v. Asi, al cabo de 24 h de su
administracidn pbr via oral, solo un 3,5% de la dosis adminis-
trada aparece en la orina, mientras que tras su administracién
i.v. anarece hasta un 60% y este porcentaje aumenta considerable-
mente después de dosis mﬁltiplés. En insuficientes renales con
tratamiento por dialisis, no se alte;an los niveles plasméticos
con Lincomicina por no ser ésta dializable. Menos del 10% del
fosfato de CQlindamicina es excretado inalterado por orina. Esta
excrecidn aparece en la orina durante 4 dias, lo que sugiere que
el farmaco se libera lentamente desde los tejidos. En pacientes
con alteraciones renales graves,’lés niveles plasmiticos de Clin-
damicina son 3-4 veces superiores a los normales y estas altas
concentraciones persisten por mas de‘24 horas. La hemodialisis
no modifica los niveles plasmaticos de Clindamicina ya que al
igual que la Lincomicina no es dializable.

El higado juega un papel importante en la eliminacidn
de Lincomicina y del fosfato de Clindamicina, observandose que
ésta se convierte en Clindamicina base mas lentamente en pacien-
tes con funcibédn hepitica deteriorada. Después de 2 horas de una
infusién intravenosa de Clindamicina la bilis contiene grandes
concentraciones (67}Jg/ml) de Clindamicina y de un derivado de-
metilado. En pacientes con cirrosis hepatica la vida media plas-

matica aumenta unos 60 minutos sobre los valores normales.
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1.6.5..  INDICACIONES.

Las Lincosamidas son activas contra muchosg cocos gram +
(inciluidos Neumococos, Estreptococos del grupo A y Estafilococos).

Han sido utilizadas en el tratamiento de Faringitis es-
treptococica y en otitis producidas por gram i+. Resultados sa-
tisfactorios han sido también obtenidos en el tratamiento de neu-
monias y piodermitis, tanto en nifios como en adultos. La Clin-
damicina es efectiva en el tratamiento del acné, siendo para al-
gunos autcres el fArmaco de eleccidn (DANTZIG, 1976):

Las Lincosamidas son muy efectivas en el tratamiénto
de infecciones graves incluildas difteria y septicemia estafilo-
cécica. Dada su buena penetracidn en el hueso, estan particu}ar—
mente indicadas en el tratamiento de osteomielitis por estafilo-
cocos (GEDDES et al., 1977; PELZL von H., 1970).

Por su espectro antimicrobiano y su baja toxicidad, 1la
Clindamicina puede sustituir en el tratamiento de infecciones
por cocos gram + a la Penicilina cuando ésta esti contraindicada.

Clindamicina es también muy efectiva en la profilaxis
y tratamiento de infecciones anaerdbicas, estando indicada en
el tratamiento por anaerobios del tracto genito-urinario femenino

(BARTLETT y col., 1972: FASS y cols., 1973).
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1.7. REACCIONES ADVERSAS

1.7.1. ERITROMICINA.

Los estudios realizados tanto en animales de experimen-
tacidn como en el hombre indican que la Eritromicina es una sus-
tancia poco téxica (GARROD, 1973; BEDATE, 1980). Sin embargo, no
es tan inocua como en un principio se ﬁénsé. En pruebas de toxi-
cidad aguda, se observa una gran variabilidad en los efectos in-
deseables segin la especie animal estudiada. En animales muy sen-
sibles (cobayas y hamster) a la Eritromicina no es posible de-
mostrar con certeza’'la causa de su muerte y en los animales que
sobrevivian las alyeraciones desaparecian pasados unos dias de
la interrupcién del tratamiento, de lo que se deduce que los e-
fectos de la Eritromicina desaparecian muy rapidamente al cesar
su administracidn.

Los efectos indeseables mas comunes tras la administra-

cién de Eritromicina los agrupamos en 4 apartados:
1) Alteraciones del aparato gastro-intesinal.

1.1. Irritacién del tracto digestivo gque ocasiona niuseas, vomi-
tos y mas raramente diarreas ‘de tipo disenteriforme. Las
diarreas apafecen mas frecuentemente tras la administracidn

del estolato (JACKSON y SAUNDERS, 1973).

1.2. A nivel hepatico la reaccidén mas importante es la aparicidn

sibita de una ictericia de tipo colostatica (MASEL, 1962;
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SHERLOCK, 1968), raramente se observan alteraciones organi{-
cas hepaticas, que cursan con un aumento de transaminasas
aseme jando el cuadro al de una hepatitis virica,

El esteolato de Eritromicina produce alteraciones he-
paticos, que cursan con dolor abdominal, fiebre,‘aumento
del tamafio del higado, aumento en la bilirrubinemia, con 6
sin icteria, orina oscura y eoxinofilia (OLIVER y cols.,
1973). Raramente y después de 10-20 dias de iniciar el tra-
tamiento pueden aparecer: hepatitis, que asemeja & una he-
patitis de tipo virica, colecistitis, pancreatitis 6 cuadros
que asemejan a un infarto de miocardio. Los cuadros no eran
mortales y tan pronto como se suprimia el farmacé la recupe-
racién de los pacientes era total {(BRAUM, 1969).

Después que los pacientes se han recuperado, los sin-
tomas pueden reaparecer si administramos estesiats de Eri-
tromicina (COOKSLEY y POWELL, 1977), peroc no si administra-
mos Eritromicina base o Estearato. Los estudios de TOLMAN
y cols. (1974) en voluntarios, establecieron que la fraccion
molecular responsable de estas reacciones era el enlace
propipil—ester. la relativa frecuencia y rapidez (horas)
(ROBINSON, 1961; GILBERT, 1962; BRAUM, 1969) con que apare-
cen estas reacciones después de una segunda administracién,
sugiere que la reaccién resulta de una mezcla de colestasis
intrahepatico, necrosis de la célula hepatica e hipersensi-
bilidad (McKENZIE y DOYLE, 1966), ya que el cuadro cursa

también con eoxinofilia. CLAKE y cols. (1975) demostraron
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que la interaccidn directa entre Eritromicina y sales bilia-
res podria ser la responsable de la ictericia colostatica.
ZIMMERMAN y cols. (1974) demostraron que el esteolato de
Eritromicina es 100 veces mas tdxico en células hepaticas
aisladas que lo es el propionato o la Eritrowmicina base,.

En pacientes que reciben esteolato de Eritromicina sue-
le existir un incremento de SGOT y los niveles de x.-gluta—
miltranspeptidasa eran anormales; la aparicidn de valores
anormales de SGOT debe ser interpretada con precaucidn ya
que se ha demostrado que algunos metabolitos del esteolato
interfieren con las técnicas de medida usadas comunmente,
originando falsos positivos (SABATH y cols., 1978).

Aproximadamente el 10% de las mujeres gestantes que en
la segunda mitad del embarazo presentaban infecciones por
Mycoplasma genital y fueron tratadas durante 6 semanas con
esteolato de Eritromicina, desarrollaban un aumento en los
niveles de SGOT, los cuales volvieron a sus niveles norma-
les después de suspender el tratgmiento (McCORMACK y cols,,
1977).

2) Reacciones de hipersensibilidad.

Se han demostrado la aparicién de fiebre, eoxinopenia

Yy erupciones cutédneas en general poco importantes tras la admi-

nistracién de Eritromicina. Gran parte de estas manifestaciones

indeseables aparecen tras el empleoc del estolato de Eritromici-

na,

lo que hace pensar gue es el componente inerte 1o que confie-
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re toxicidad a la molécula.

3) Las alteraciones del aparato auditivo son sefialadas por todos
los autores, aunque su aparicidén es rara, aparecen fundamental-

mente cuando se administra lactobionato de Eritromicina tahto en
administracién intravenosa {MINTZ et al., 1973; QUINNAN y McCABE,
1978), como administracién oral (ECKMAN et al., 1975; VAN MARION

et al., 1978).
4) Reacciones de superinfeccién.

Producidas por gérmenes gram negativos, hohgés o leva-
duras (por ejemplo vaginitis por candida Albicans) pueden apare-
cer durante el tratamiento con Eritromicina. Estas reacciones
son mas frecuentes en medio hospitalario, siendo su incidencia

muy inferior a la observada con las Tetraciclinas.
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1.7.2. LINCOSAMIDAS.

Varias son las reacciones adversas de las Lincosamidas.

1) Alteraciones del aparato gastro-intestinal

1.1.

Irritaciéon del tracto digestivo que origina nauseas, vémi-
tos, calambres abdominales y diarreas. Esta diarrea afecta
al 10% de los pacientes, pero algunas veces es severa (KA-
PLAN y WEISTEIN, 1968) y puede llegar a ser fatal, la dia-
rrea frecuentemente es sangrante y cursa con dolor abdomi-
nal difuso, diétensién, tenesmo y fiebre (LEFROCK y cols.,
1975). La diarrea es mas frecuente en pacientes con edad a-
vanzada y tras la administracidon de Lincosamidas por via o-
ral (TEDESCO y cols., 1974; KABINS y cols., 1975) pero no
estad relacionada con la duracién del tratamiento o con la
dosis administrada.
Tras la administracidén intravenosa de Clindamicina

los pacientes dicen tener un sabor metalico en la boca. lLa
ingesta prolongada de capsulas de Clindamicina produce ul-

ceras en la porcién inferior del eséfago.

Colitis pseudomembranosa: KAPLAN y WEINSTEIN (1968) obser-
varon que la Lincomicina producia diarreas que ocaéiona]men—
te podian ser muy severas. A su vez las Lincosamidas produ-
cen colitis ulcerosa aguda que puede persistir, una o dos

semanas, después de haber suprimido el tratamiento. Poste-
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riormente numercsos autores han reportado la aparicién qe

colitis pseudomembranosa tras la administracidén oral o pa-
renteral de Lincomicina (BENNER y TELLMAN, 1970; SCOTT et

al., 1973; SCOTT y NICHOLSON, 1974; LEADING ARTICLE, 1974;
Le FROCK et al., 1975; GIBSON et al., 1975; CLARK et al.,

1976, MUNK et al., 1976).

Tras la administracidén de Clindamicina, tanto por via
oral como parenteral, aparece diarrea grave y colitis pseu-
domembranosa (COHEN et al., 1973; WELLS et al., 1974; LEA-
DING ARTICLE, 1974; TEDESCO et al., 1974, Le FROCK et al.,
1975%; KEUSCH y PRESENT, 1976; LEMON et al., 1976; FRIEDMAN
et al., 1976; ROBERTSON et al., 1977; SWARTZBERG €t al.,
1977; GURWITH et al., 1977, LUSK et al., 1977, NEU et al.,
1977).

La diarrea azuosa, sanguinolenta, cursa sin fiebre con
leucocitosis, dolor abdominal y cambios radioldgicons que
evidencian una ulceracidén mucosa importante con pseudomem-
branas y pseudopolipos (BURCH y cols., 1976; VITERI y cols,
1974).

Las pscudomembranas estan compuestas de leucocitos po-
limorfos nucleares, fibrinas y células necroticas. La coli-
tis pseudomembranosa se cree que esta producida por la to-
xina del Clostridium difficile (BARTLETT et al., 1978; BUR-
DON y GEORGE, 1978; GEORGE et al., 1978a y b). El mecanismo
de accién todavia no es bien conocido, si bien se ha pos-

tulado que Clostridium difficiles aislados de humano podian
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producir un potente agente inflamatorio el P-cresol (LARSON
et al., 1978). En condiciones normales el crecimiento del
Clostridium difficile estad limitado por otras bacterias, y
la produccidédn de P-cresol no es importante tras la adminis-
tracién de ciertos antibidticos: Lincomicina, etc. El Clos-
tridium difficile aumenta extraordinariamente la produccién

de la toxina (LARSON et al., 1978; GEORGE, 1978).

.

1.3. Hepatotoxicidad: No hay acuerdo entre los diversos autores
sobre los efectos de las Lincosamidas a nivel hepatico. La
administracién intramuscular o intravenosa de fosfato de Clin-
damicina puede causar elevacién de la SGOT y SGPT (FASS y
cols., 1972) y de la fosfatasa alcalina sérica, pero no hay
generalmente hiperbilirrubinemia. Es por ello que no existe
una clara relacidén entre estos cambios y la posible hepato-

toxicidad inducida por las Lincosamidas.
2) Alteraciones cardiovasculares

En algunos pacientes que recibieron Lincosamidas por
via intravenosa réapida a altas dosis aparecid un descenso brusco
ae la presién sanguinea que se acompafiaba de nauseas, vdmitos,
arritmias y, en pacientes que se les administrd = 12 g aparecia
incluso parada cardiaca. Para unos autores (DAUBECK y cols.,
1974) 1la parada cardiaca seria accidén directa del farmaco sobre
miocardio, 1o que ellos atribuyen al hecho de que las Lincosami-

das presentan una semejanza con alguncs fArmacos antiarritmicos

del grupo I (estabilizadores de membrana). Por el contrario, o-
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tros autores (WAISBREN, 1968; O'CONNELL y PLAUT, 1969), dadogque
la parada carqiaca solo aparecia cuando se administraba por via
intravenosa rapida, postulan que ésta parada seria consecuencia
de un efecto de embolada, Esta hipdtesis es avalada por que en

la administracidén por via intravenosa lenta (5-10 min.) no produ-

cia ningvna depresidén cardio-respiratoria.

3) Alteraciones neuromusculares: La Lincomicina puede producir
depresidén en la transmisidn neuromuscular, pero el efecto es mu-
cho mas débil que con la Neomicina. RUBBO y cols., (1977) demos-
traron que Lincomicina y Clindamicina bloquean la transmisidn neu-
romuscular por una accidén postsindptica. Este bloqueo es transi- -
torio (SAMUELSON y cols., 1975) y no hay efecto acumulativo. For
otro lado la Lincomicina pontencia la accidén bloqueante neuromus-
cular del curare, de aqui que pacientes que reciben Lincomicina
después de ser anestesiados deben ser observados cuidadosamente

ante riesgo de aparicién de una depresidn respiratoria.

4) Hipersensibilidad: Algunos pacientes, presentan rash, y muy

raramente cuadros anafilacticos (LEVISON y cols., 1974).
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1.7.3. ESPIRAMICINA Y OLEANDOMICINA.

Son antibidéticos con pocos efectos indeseables. Efectos
gastrointestinales (nauseas, vémitos, diarrea) son frecuentes
tras la administracién de altas dosis por via oral. La triacetil-
oleandomicina produce a nivel hepatico efectos semejantes a los
del estolato de Eritromicina (TIEKTIN y ZIMMERMAN, 1962)3 Ademas
la triacetiloleandomicina puede potenciar la accidén de la Carba-
mazepina por interferir con el metabolismo de ésta en el higado
(DRAVET et al., 1977).

Algunos pacientes presentan reacciones alérgicas mini-

mas (rash, exantema).
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1.7.4. JOSAMICINA.

La Josamicina es un fArmaco muy poco téxico. En 32 hos-
pitales japoneses y sobre un total de 785 pacientes tratados la
incidencia de los efectos indeseables era de un 3,9%. Los efectos
que predominaban eran digestivos (anorexia, nauseas, vémitos, dia-
rrea gestralgia) y dermatolégicos (rash, prurito). En ratas que
recibieron hasta 3000 mg/Kg/dia, (HAZATO y cols., 1969), la can-
tidad méxima tecnicamente posible de administrar, no se observa-
ron cambios significativos en conducta, marcha, ingesta de alimen-
tos, crecimiento, peso corporal o en datos hematoldgicos. Obser-
vaciones similares se realizaron en perros tras la administracién
de 240 mg/Kg durante 4 semanas.

A diferencia de los beta-lactémicos, la Josamicina ra-
ramente provoca reacciones alérgicas y cuando estas aparecen son
leves y remiten facilmente (OSONO, 1970). A diferencia de Eritro-
micina y Oleandomicina, la Josamicina carece de toxicidad hepa-
tica, no habiéndose observado a lo largo de 6 meses en animales
v durante mas de 1 mes en clinica humana la menor alteracidén he-
patica (KURIAKI y cols., 1969). Tampoco estos autores han podido
demostrar alteraciones fetales teratogénicas en ratones que ha-

bian recibido hasta 3000 mg/Kg/dia.
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1.8. FASES Y MECANISMOS IONICOS DEL POTENCIAL DE ACCION CARDIACO.

El interior de las células cardiacas es electro nega-
tivo'con respecto al espacio extracelular (-40 a -70 mV &6 -80 a
-90 mV, segin el tipo de célula); a esta diferencia de potencial
entre ambos lados de la membrana se la denomina potencial de re-
poso y su valor permanece esfable en la mayoria de las células
hasta que tiene lugar su excitacién. Si a una célula cardiaca en

repogo se jo

>

sidad, el potencial de membrana se desplaza hacia valores cada vez
mencs negativos, y si se alcanza un determinado valor critico, de-
nominado potencial umbral, se originara un potencial de accidn
(PA) propagado (HOFFMAN y cols.; 1960). E1 PA cardiaco se inicia
por una fase de rapida despoalrizacidn (Fase 0) que desplaza el
potencial de membrana hasta valores positivos (+25 & +30 mV); a

la porcidén de la fase O durante la cual el potencial de membrana
alcanza valores positivos se la denomina overshoot. Este despla-
zamiento del potencial de memtrana define la amplitud del PA. A
continuacién tiene lugar la repolarizacidn celular en la que Cis-
tinguimos 3 fases: una fase inicial de rapida repolarizacidén que
ha sido atribuida a la inactivacién de la iNa; una meseta o fase 2
Y unc repolarizacidén répida o fase 3 que lleva de nuevo el poten-
cial de membrana hzsta los valores previos a la excitacidén (Fig.
8). El1 periodo comprendido entre 2 PA se denomina fase 4 6 poten-
cial diastélico. En fibras ventriculares la fase O corresponde a
la onda Ry las fases 2 y 3 a 1os espacios ST y T, respectivamen-

te, del electrocardiograma (Fig.8 ).

.gp}iqa,ghﬁimﬁpﬂﬁéaﬂéspﬁlarizante de suficiente inten- -

el et ity i g
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FIGURA 8
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1.8.1 CORRIENTES IONICAS CARDIACAS

Todas estas fases qué acabamos de describir son debidas
a una secuencia de cambios en las corrientes idnicas a través de
la men ‘rana de las células cardiacas. FOZZARD y GIBBON han sefia-
lado la existencia de hasta 8 canales 6 pasos idénicos especificos
a través de las membranas cardiacas. En la Tabla X se representa
la cinética de dichos canales (Activacién = ON; Inactivacién =
OFF) y su papel en las diversas fases del PA.

Como en la mayoria de las células excitables en el mio-
cardio la fase O de ripida despolarizacién diastdlica es debida
a un aumento especifico de la permeabilidad de la membrana para
los iones de sodio (Na‘). Cuando el potencial de membrana alcan-
za el nivel del potencial umbral la permeabilidad de la membrana
al Na‘ aumenta bruscamente, produciéndose una corrienté rapida de
entrada de Na' hacia el interior de la’'célula cardiaca (iNa) que
actua como corriente despolarizante. Por tanto, la amplitud y
la velocidad maxima de despolarizacidén (dv/dt) de la fase 0 del
potencial de accidén son debidos a la activacidédn de la iNa.

Diversos experimentos han demostrado que los Na* son los
responsables de la amplitud y de la rapida velocidad de despolari-
zacidén del PA: a) la iNa desaparece en soluciones carentes de Na*t
6 en las que éste ha sido sustituido por sucrosa o por colina.
DRAPER y WEIDMANN (1959) fueron los primeros en demostrar que el
pico y la amplitud del PA también variaban siguiendo la /Na/o,
comportandose como un electrodo selectivo al sodio. b) el poten-

cial de inversidén de la iNa siguie 1la /Na/0 segin lo predicho por

.
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TABLA X

DE LOS CANALES IONICOS

DIREC- FASES DEL POTENCIAL DE ACcION
ION CION CANAL - 7
F.0 | F.1 |Mues- |F.2 | F.3 | F.4
ca

Sodio ..... IN 1 iNa )

(fast) ON OFF -—— ——— —— -
Sodio ..... IN 2 iNa

(slow) - —— ON OFF | -—- -—
Cloro ..... IN 3 icl - ON OFF - - ———
Calcio ....| 1IN 4ica| - |-—- | oN |-— JoOFF |-
Potasio ... ouT 5 iKl OFF —-——- ——— ——— ON —_——
Potasio ... ouT 6 in - ——— —-——— -——— ON OFF
Potasio . our 7 1X2 ——— -—— o] 0 0 -——
Potasio . ouT 8 1K2 - —-—— -— ON - OFF

Canales idnicos:
fast interviene en la fase O (despolarizacidn brusca).

1) iNa
2) iNa
3) ict
4) iCa
5) 1Ky
6) iXy
7) 1X2
8) 1K2

slow interviene en la fase 2 6 meseta.

suprime 13 fase 0 y produce la repolarizacidn fase 1.
mantiene la fase 2 6 meseta,
interviene repolarizacidén fase 3.
interviene repolarizscidén fase 3.
determinante automatismo fase 4.
determinante automatismo fase 4.

iores.

aumenta APD.

"{" indica las corrientes iénicas de membrana.

y X2 no son canales puros, ademas del K* intervienen otros
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la ecuacién de Nerst. c) la iNa bloquease especificamente por

la Tetrodotoxina (TTX). Varias toxinas (Batracotoxina, Grayano-
toxina, la toxina de la Anemonia sulcata, Veratrina, Germitrina)
aumentan la fuerza de contraccién en el misculo cardfaco. Este
aumento contractil serfa debido al sistema de intercambio Na/Ca
de la membrana, que facilitaria la_ entrada de Ca**' cuando 1a con-
centracién de (Na*)i aumenta. Por el contrario, el overshoot y la
magnitud de la fase 2 eran relativamente insensibles a la (Na),
pero dependientes de la /Ca/o. Ello hizo suponer que el overshoot
y la fase 2 del PA serian consecuencia de una corriente de entra-
da lenta de ca‘? (1S,). ROUGIER (1969) y TARR (1971) pudieron de-
mostrar en la aurfcula de rana que en ausencia de iSi el overshoot
y la fase 2 del PA desaparecian, por lo que después de la fase de
rapida despolarizacién la repolarizacidn comenzaba inmediatamente.
Estos resultados sugieren que 1la iSi seria la corriente que man-

tiene la fase 2y que la fase 3 de rapida repolarizacion seria de—

bida a 1a inact vacion del iS Ello fue corroborado por diversos

i’

experimentos: a) la iSi desaparece en soluciones carentes de ca*t

y su magnitud aumenta al aumentar la concentracidén extracelular
de Ca, /Ca/_. b) cuando se adiciona La**, mn**, ca**, N1**, D600
y Verapamil al liquido de perfusiédn no se afecta ni la desplari-
zacién rapida, pero si se deprime la magnitud de la fase 2 del PA.
Por el contrario la TTX no altera la magnitud de la fase 2. Des-
graciadamgnte ninguno de los bloqueantes de 1la iSi se pueden con-
siderar especificos. Latt Yy Mn** ademas de inhibir 1la iSi reducen

la iX2 y la iNa. La iS, también puede ser deprimida por los inhi-

i
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bidores metabdlicos (Diritrofenol), posiblemente a tenor de un
aumento en la (Ca**)i que reduciria el gradiente quimico de este
ié6n. ¢) la Adrenalina, que aumenta la 151, también aumenta la
magnitud de la fase 2; los efectos muscarinicos producen el efec—
to contrario. Todo ello permite afirmar que 1la 131 seria 1la res-
ponsable del overshoot y de la fase 2 del PA.

{Qué iones estan involucrados en la iSl? En el miocar-
dio ventricular de gato, ovéeja y de perro, la 131 parece ser 11e—.
vada exclusivamente por ca**. sin embargo, en el miocardio ven-
tricular de cobaya y de rata, la 151 seria llevada por Na*t y Ca++.
De hecho OCHI (1971) demostrd la existencia de una is; en mascu-

los papilares de cobaya perfundidos en soluciones carentes de

++

Ca”". En fibras de Purkinje (FP) la iS, también parece ser lleva-

i
da por Na‘t y ca**. pe cualquier forma el canal lento es inespeci-

fico; otros iones (Ba, Mg, Se) pueden penetrar al interior celu-

lar a su través. E1 que ro dependa exclusivamente de los iones

++

Ca explica porque el potencial de inversidn de la 1Si es menos

positivo que el potencial de equilibrio del catt y porque la 1Si

no disminuye progresivamente cuando la (CaH“)o es baja o ausente.

La repolarizacién del PA cardiaco es dificil de expli-
car ya que no existe aun un conocimiento exacto de las corrientes

.

iénicas responsables. En FP se ha demostrado la existencia de di-
versas corrientes involucradas en el mecanismo de repolarizacion:

tres corrientes tiempo-dependientes (iK iX 1x2) y una tiempo-

2’ 1’
dependiente (iKl). En el miocardio ventricular solamente ha sido

posible demostrar una corriente tiempo-dependiente (1x1) y la iKl.
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La corriente marcapaso (1K2) no aparece en estas fibras que no
presentan despolarizacidén diastbélica espontéanea, .bien porque no
esti presente en este tejido, bien porque queda enmascarado por
la acumulacidn extracelular de K'. En cualquier caso su lenta cons-
tante de activacidn no permite.suponer que juegue un papel impor-
tante en el PA. La corriente de Cl1~ 6 corriente dinémica poslti—
va (iqr) Jjuega un papel importante en la fase 1 de las FP, pero
no aparece tampoco en las fibras musculares ventriculares.

Hoy sabemos que la amplitud y la inclinacidén de la fa-
se 2 son determinadas por el anéagonismo entre dos corrientes de
salida (1K1 e 1X1) y una corriente de entrada 1Si, de tal forma
que el .inal de la fase 2 podria deberse a una activacidn tiem-
po-dependiente de la corriente 1X1 6 a la inactivacidén tiempo-
dependiente de la 181. GIEBISH y WEIDMAﬁN (1971) concluyeron que
en el masculo ventricular de oveja el factor determinante era la
inactivacidn de la isi' Idénticos resultados fuercn obtenidos en
fibras musculares ventriculares de perro y gato. McALLISTER y
cols. (1975) concluyd, por el contrario, que la inactivacién de

la corriente 1X, era el factor mas importante en FP.

1
Existen ademés de estas corrientes idnicas otras a‘las
que se denomina "corrientes background". Existe: a) una corriente
background de Na*, que explicaria porque el potencial de membra-
na es mas negativo que el Ena, y que quizés participaria en el
plateau del PA, b) una corriente de Kt que explicaria porque au-

menta durante la rqxﬂariiacién la resistencia de la membrana,

¢) una corriente de Cl™, y d) una corriente de Ca.
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Recientemente y atendiendo a la corriente idnica regpon-
sable de 1la fase O del PA, dos tipos de respuestas cafdiécés Hean
sido descritas, cuyas caracteristicas aparecen comparadas en la

Tabla XI (CRANEFIELD y WIT, 1979; RAWLING y FOZZARD, 1979).

A. Respuestas cardiacas rapidas (Na+—dependientes).

Aparecen en las fibras musculares auriculares y ventri-
culares, asi como en las fibras del tejido especializido de con-
duccidn ventricular (CRANEFIELD y WIT, 1979; TAMARGO y cols.,
1981),

En el PA de las fibras cardf{acas rapidas se han diferen-
ciado 5 fases (HOFFMAN y cols., 1960). En la Figura 9 se esque-~
;matizan las diversas corrientes iénicas y su posible participa-
¢ién en el PA cardiaco. Las respuestas rapidas se inician por
una fase O de rapida despolarizacidén que desplaza el potencial de
membrana desde el nivel de potencial de reposo (-80 6 -90 mV)
hasta valores inclusoc positivos (+20 6 +35 mV); se denomina "over-
shoot" a la porcidén de la fase O durante la cual el potencial de
membrana alcanza valores positivos. La célula cardiaca en reposo
es muy poco permeable 2l Na+, pero durante la fase 0 del PA, cuando
el potencial de membrana alcanza el nivel de potencial umbral,
tiene lugar un aumento brusco y masivo de la conductancia de la
membrana al Na* (gNa, Fig. 9 ) (CORABOEUF y cols., 1972; TAMAR-

GO v cols., 1981). Se origina asi una corriente rapida de entra-
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, ' TABLA XI

PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS RESPUESTAS CARDIACAS

.

RAPIDAS Y LENTAS

Parametros

R. rapidas

R. lentas

Umbral de activacién
Potencial de reposo
Amplitud )
Overshoot

dv/dt

Velocidad de conduc-
cién

Factor de éeguridad
Depende de
Se abole por

~ Responsable de

.5 ~

-70 mv
-35 mv

130 mv

35 mv

1000 V/seg

4 m/seg

alto
(Na*)o
Tetrodotoxina

Fase 0 de las R.
rapidas

dv/dt

-30 a -45 mv
-40 a -65 mv
35 - 75 mv
0 - 15 mv,
"1 - 10 V/seg

0,01 - 0,1 m/seg
bajo
(ca**)o

Verapamil, D-600
Prenilamina, Fen-
dilina, Perhexi-
lina, Diltiazen,
Nifedipina, La,
Ni, Co, Mn.

Fase 0O de las R.
lentas

Fase 2 de las R.
rapidas




gCa - 44lI:; A

“gNe} ——

ol

gKlb lll.h--ll'-llllll

gx2 S S

Fig. 9 .- Representacién de las diversas corrientes idénicas
responsables de las diversas fases del potencial
de accidn cardiaco. Las corrientes se presentan
como conductancia (g) a los diversos lones. Véase
el texto para su comprensidon .
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da de Na*, INa, que seria la responsable de la fase 0O de las fi-
bras réipidas. Esta fase de rapida despolarizacidén estaria ademas
facilitada por una disminucién instanténea voltaje-dependiente
de la conductancia al K%, gKl (Fig. 9 ), que impediria que una
corriente hacia afuera antagonizase los efectos despolarizantes
de una entrada masiva de Na* en la célula cardiaca.

De la activacién de la INa dependen directamente la
amplitud y el dv/dt del PA cardfaco y puesto que ambos parametros
determinan la velocidad de conduccidn intracardiaca, esta también
guardara una estrecha correlacién con la magnitud de la INa.

A continuacidn tiene lugar la repolarizacién celular
en la que podemos distinguir 3 fases (HOFFMAN y CRANEFIELD, 1960):
a) fase inicial de répida repolarizacién o fase 1, que ha sido
atribuida a la inactivacién de la INa. b) Fase 2 & meseta. Es una
fase de repolarizacidn lenta y seria debida a un aumento de la
conductancia al Ca** (gca) y al Na* (gNa) a través de los cana-
les lentos de la membrana cardiaca, como consecuencia de la acti-
vacién de una corriente lenta de entrada para ambos iones, ICa
(RAWLING y FOZZARD, 1979). Otros cationes divalentes, estroncio
6 bario, también pueden penetrar a través del canal lento de la
membrana cardiaca, lo cual habla a favor de la inespecificidad
de este canal (KOLHARDT y cols., 1973). Por el contrario, el 1li-
tio puede sustituir al Nat a través del canal répido pero no a
través del canal lento; por ello én la Figura 9 al Na* que pene-
tra a través del canal lento lo representamos como iNalento para

diferenciarlo del que penetra por el canal rapido, iNarépido.
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c) Fase 3. Durante su curso la repolarizacidn se acelera de nuevo
y el potencial de membrana retorna a los niveles de potencial de
reposo que la célula poseia antes de ser estimulada. Esta fase
es debida tanto a la inactivacién de la Ica, como a la activaciédn
de una corriente de salida de K'. Esta corriente de k' tiene dos
componentes, X1 y Xz; la activacidn de la 1X1 seria responsable
de la repolarizacidén, ya que la 1x2, por su lenta cinética,; ape-
nas si juega papel alguno en el PA cardfaco (NOBLE y TSEIN, 1959).
Se entiende por fase 4 el periodo de tiempo que trans-
curre desde que se alcanza el nivel de potencial de reposo hasta
que se inicla un nuevo PA. Este intervalo es isoeléctrico en las
fibras cardiacas no automaticas, mientras que en las fibras auto-
maticas (nodo sencauricular, fibras de Purkinje) aparece tras la
repolarizacién uné fase 4 de lenta despolarizacidn dlastbdlica que
desplaza progresivamente el potencial de membrana hacia valores

cada vez menos negativos, hasta que se alcanza el potencial umbral

y aparece un nuevo PA,
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.B. Respuestas cardiacas lentas (Ca++—dependientes).

Aparecen en las células de los nodos senocauricular y
A-V, asi como en 155 de los anillos de las valvulas mitral y tri-
cispide (CRANEFIELD y WIT, 1979, RAWLING y FOZZARD, 1979). Todas
estas células presentan un potencial diastélico maximo y un poten-
cial umbral menos negativo que los de aquellas células que exhi-
ben las respuestas rapidas y presentan una fase 4 de lenta despo-
larizacién diastdélica. Amplitud y dv/dt son mucho menores que en
el caso de las respuestas rapidas, lo que explica la lenta velo-
cidad de conduccidén y el bajo margen de seguridad de propagacidn
que las respuestas lentas poseen (Tabla XI ). Las respuestas
lentas serian debidas a un aumento de la conductancia al Ca** y
Na* a través de los canales lentos de la membrana cardfaca (CAR-
MELIET y VEREECKE, 1950; CRANEFILED y WIT, 1979; RAWLING y FOZZARD
1979); es decir, que las respuestas lentas son debidas a la ac-
tivacién de la ICa, corriente que en condiciones normales es res-
ponsable de la fase 2 del PA cardiaco. La replarizacidén de estas
fibras seria debida a la inactivacidén de la ICa asi como a la ac-
tivacién de una corriente de salida de K* (1x1). Esta corriente
in seria también la responsable de la despolarizacidn diastdli-
ca que aparece en fibras despolarizadas por encima de -~50 mV; en
las células del nodo sencauricular la corriente marcapaso es lle-
vada selectivamente por iones Kk* cuya conductancia disminuye pro-
gresivamente durante la diistole (NOMA e IRISAWA, 1976).

Las respuestas lentas estédn involucradas en la mayoria



72

de las arritmias porque: a) su pobre velocidad de conduccidn y. su
bajo margen de seguridad hace que sean facilmente bloqueadas en
los puntos de bifurcacidn del sistema His-Purkinje, donde encuen-
tran dificultad para su propagacidén anterbdgrada. Dado due bloqueo
unidireccicnal y velocidad de conduccién lenta son condiciones
necesarias para la reentrada, es facil comprender que aquellos
factores que faciliten la aparicién de respuestas 19ntas facili-
taran la aparicién de arrftmias por reentrada. b) Porque las res-
puestas lentas estin también involucradas en 1a‘apar1c16n de os-
cilaciones y de ritmos ectépicos en fibras desplarizadas, facili-
tando la aparicién de arritmias pcr alteracidén del automatismo

cardiacc.
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MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

1.1. ANIMALES.

En nuestros experimentos hemos utilizado ratas blancas
Sprague-Dawley de ambos sexos y con pesos comprendidos entre 200-
250 gr. y cobayos de ambos sexos y con pesos comprendidos entre
400-500 gr. Los animales procedian del estabulario del Deperta-
mento de Farmacologia, de la Facultad de Medicina de 1la Universi-
dad Comﬁzutense de Madrid.

Tanto las ratas como loscobayos se sacrificaban por
golpe en la nuca y decapitacién posterior. Seguidamente se extraia
el corazdén que se colocaba en una placa de Petri con liquiwo Ty-
rode en el que burbujeaba carbdgeno, dentro de la placa se reali-
zaba la disecciédn de las aurficulas o de los misculos papileres.

A continuacién se procedia al montaje de las auriculas. La técni-
ca empleada para el montaje de las aurfculas de rata es sinilar
a la descrita por STEWART (1958) para el corazdn del cobayc y
posteriormente adaptada y modificada para el corazdn de r:ta
por SERRANO y cols. (1970).

Las auriculas de rata se fijaban sobre los electiodos
de platino por su base y el reborde auricular se ataba al trans-~
ductor de registro. Tras su montaje en los electrodos, las pre-
paraciones se introducian en copas de ALLHIN que contenfan 10 ml
de Tyrode en el que burbujeaba una mezcla carbdgena (95% O? 5%
002) mantenida a 3492C. Todas las auriculas eran sometidas ¢ ten-

sién ae 1 gr. antes de iniciar el experimento,
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y se dejabaﬁ estabilizar durante un periodo de 30 minutos antes
de iniciar el experimento.

En lo0s cobayos se disecaban los masculos papilares ven-
triculares de ambos ventriculos, obteniéndose 2 & 3 preparaciones
de cada corazdén. Uno de los misculos papilares extraidos se colo-
caba dentro de una céamara de Lucita de 10 ml. de capacidad y se
fijaba sobre una superficie de cera. Los restantes musculos pa-
pilares se mantenian en Tyrode oxigenado para su posterior utili-
zacién. En la camara las preparaciones se perfundian de forma
continua con solucién de Tyrode a una velocidad de 7 ml/min. La
solucidén se mantenia oxigenada con mezcla carbdgena (94,9% 02 y
5,1% 002) y a una temperatura constante de 34?2 + 0,52C, durante

todo el experimento.

1.2. APARATOS

1.2.1.- COPA

En nuestro trabajo con.auriculas de rata, hemos
utilizado copas de ALLHIN para drgancs aislados de
15 ml de capacidad. Estas copas poseen una doble pa-
red de vidrio, la cual forma parte de un circuito
cerrado, por cuyo interior circula agua caliente a
una temperatura constante de 34°C, caracteristica
ésta que afecta directamente a la preparacién y que
se lograba por un dispositivo que actuaba como bom-

ba y termostato a la vez, una Ultra Thermostat KS
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colora. A su vez la copa poseia una base pornsa que
permitia el burbugeo generalizado de ls preparacién
con mezcla carbdgena (Figura 10 ).

El lavado de las preparaciones se realizaba por
rebosamiento del iiquido de perfusién (Tyrode). Es-
te liquido de perfusgién, antes de llegar a la copa,
pasa por un serpentin donde se pone en intimo con-
tacto con el agua caliente del circuito cerrado del
sistema de calentamiento (Figura 11 ) procedente
del Ultra-Thermostat X5 colora. De este modo duran-
te el lavado de la preparacidén no existen diferen-

cias de temperatura en la preparacién.

CAMARA DE LUCITA

e ko

En nuestro trabajo con misculos papilares ven-
triculares de cobayo utilizabamos una cémara de Lu-
cita de 10 ml. de capacidad que tenia una superfi-
cie de cera-parafinada sobre la que se sujetaba la

preparacién mediante alfileres de entomologia.

ELECTRODOS Y SISTEMA DE ESTIMULACION

Para estimular las auriculas de rata hemos uti-
lizado unos electrodos bipolares de plata que van
introducides en un tubo de vidrio incurvado en an-
gulo recto. El1 extremo inferior del electrodo esta

cerrado por una resina epoxi y termina en dos hilos
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Fig. 10.- Electrodos y copa para estimulo y montaje de au-
riculas de rata. Los electrodos de plata van en-
fundados en plastico y dentro de un tubo de vi-
drio sellado ccn resina epoxi. E1 fondo de 1la
copa es una placa porosa que permite la difusidn
de los gases. Fuera de la copa el vastago de los
electrodos va fijo a un soporte externo. El ex-
tremo superior de la auricula va conectado a un
transductor de fuerza mediante un hilo con una
tensidén de 1.0 g.
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de platino. En el extremo superior les terminales
se conectaban a un estimulador GRASS tipo SD9.

Para estimular los misculos papilares ventricu-
lares utilizabamos unos electrodos bipolares de pla-~
ta, que se colocaban en la base del misculo papilar
y un estimulador dirigal.

En todos los experimentos las preparaciones se
estimulaban a frecuencias constantes (1 Hz-cobayo
0 3 Hz-rata), utilizando pulsos rectangulares de 1
mseg. de duracidén (51) y de un voltaje 20-50% supe-

rior al voltaje umbral.

SISTEMA DE REGISTRO

En la auricula de rata el registro de la fuerza
contractil y de la frecuencia cardiaca se realizaba
en un poligrafo GRASS modelo 7 de cuatro canales a
través de transductores fuerza-desplazamienhto GRASS
FTO3C.

En los misculos papllares ventriculares de co-
bayo el registro del potencial de accidén (PA) intra-
celular, se llevé a cabﬁ utilizando microelectrodos
de vidrio llenos de ClK 3M y con una resistencia de
punta entre 15 y 30 megaohms. La sefial se conectaba
a amplificadores WPI de alta impedencia de entrada
y con una neutralizacidn de capacidad variable. La

sefial de salida se conectaba a un osciloscopio Tek-

e s —— o e =



2. METODOS

tronix 5130N de memoria y se fotografiaba con una ca-

" mara GRASS modelo C-4R utilizando pelicula Kodak de

35 mm. La diferenciacién electrdnica de la velocidad
maxima de despolarizacién de la fase O de PA (dv/dt)
se realizaba por medio de un diferenciador electré-

nico (H. Ehler. Homburg/Saar. Alemania).

2.1. AURICULAS DE RATA

2.1.1.- AURICULAS DERECHAS

Las auriculas derechas, que latfan espontaneamen-
te, se estabilizaron durante 30 minutos. Al cabo de
este tiempo se determinaba la frecuencia basal (la-
tidos/min) asi como la amplitud de la fuerza contrac-
til (mg, F.C.). El valor de cada uno de estos parame-
tros era el promedio de las medidas de 3 contraccio-
nes sucesivas registpadas a la velocidad maxima de
salida del papel (100 mm/seg).

Para determinar el tiempo de recuperacidn del
nodo del seno (TRNS), las auriculas esponténeas se
estimulaban a una frecuencia de 5 Hz durante 30 seé-
gundos. Al cabo de este tiempo se suspendia la esti-
mulacidén y se media el periodo de tiempo comprendi-
do entre el Gltimo latido estimulado y el primer la-

tido esponténeo.



81

L.a frecuencia maxima de estimulacidén auricular
(F.M.E.) se determina estimulando las auriculas a
frecuencias progresivamente crecientes hasta alcan-
zar una frecuencia a la que las contracciones no se-
guian la estimulacidn, eléctrica. En estas prepara-
ciones LANLCMARK (1975) y TAMARGO (1980) han demos-
trado que la F.M.E. puede ser utilizada como ana me-
dida inversa del periocdo refractario {P.R.) auricu-
lar. PR = 1/FME. En esta Tesis Doctoral nosotros he-
mos utilizado también la F.M.E. para calcular indi-

rectamente el P,R. auricular,

Las auriculas izquierdas se estimulqban regular-
mente a una frecuencia basal de 3 Hz. En algunos ex-
perimentos después del periodo de equilibrio, el ran-
go de estimulacidédn variaba gradualmente dégde 5.0
hasta 0.50 Hz. Los cambios de una frecuencia a otra
se realizaban cuando la F.C. de las preparaciones se
habia estabilizado. Ello permitia la construccién
de las curvas fuerza-frecuencia. En preparaciones
auriculares i{zquierdas hemos analizado distintos
parametros contractiles: amplitud de la fuerza con-
tractil (FC), tiempo hasta la contraccidén maxima
(TCM), velocidad maxima de contraccidén (+ df/dt max)

é de relajacidn (- df/dt max) y el tiempo para la
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contraccidén total (TTC). Las medidas se realizaban

a partir de registros de tensién isométricos (Figu-
ra 12) j eran siempre la media de 3 concentracio-

nes sucesivas registradas a la velocidad maxima de

salida del papel (100 mm/seg).

Para determinar la excitabilidad auricular se
estudiaba la relacidén entre la duracidn del estimu-
lo catdédico (0, 5-30 mseg) y la corriente minima re-
querida para evocar la respuesta contractil. Ello
nos permite construir curvas de excitabilidad o de
1ntensidad—voltaje:

Para estudiar los efectos de los antibidticos
sobre las respuestas contractiles lentas las auri-
culas eran equilibradas durante 30 minutos en solu-
cidén de Tyrode. A continuacidn las preparaciones se
hacian inexcitables en pocos segundos, al ser despo-
larizadas por altas concentraciones de Kkt (27 mM)
(PAPPANO, 1970; THYRUM, 1974; TAMARGO y cols., 1972).
En estas condiciones la excitabilidad y la actividad
contractil eran restauradas (respuestas lentas) en
la auriucula despolarizada gracias a la adiccidn de
1soproterenol (IO-GM) al bafic. Cuando las concentra-
ciones lentas se estabilizaban, la solucidn era re-
emplazada por otra conteniendo alto K+, isoprotere-~
nol y la concentracidédn deseada de antibdtico, y la

.

amplitud de las contracciones se comparaba con la



83

TTC

FIGURA 12
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obtenida en presencia de Isoproterenol intes de la

adicidén del antibidtico al bafio.

2.2. MUSCULOS PAPILARES DE COBAYQO

Tras la obtencidén de los valores control, se procedia
a la perfusidon de la Josamicina disuelta en solucidn de Tyrode
para obtener concentraciones finales comprendidas en:re 10"7M y

1074

M.

En algunos experimenfos se perfundia por 3¢ minutos
con una sola concentracién del farmaco y la preparac.dn se des-
cartaba; en otros experimentos se utilizaban varias toncentracio-
nes diferentes del farmaco, perfunaiendo por 30 minu‘os con cada
concentracién, comenzando con la concentracidn mas bda. Finali-
zada la perfusidén de los farmacos se procedia a lavar la prepara-
cién, perfundiéndola con Tyrqde normal durante 60 mimatos, obser-
vandose durante este tiempo si se alcanzaba la recuptracién de
los valores de control.

De los registros fotograficos se obtenian os siguien-

tes parametros:
- potencial de reposo (mv), - overshoot (mv), - amplitud del po-
tencial de accién (mv), - velocidad méixima de despolaizacidn du-
rante la fase 0 6 dv/dt (V/seg.), - duracidn del potaicial de ac-
cién (mseg) al 50% (DPASO) y al 90% (DPAQO) de repolaizacidn.
La capacidad de las fibras a responder a frcuencias

rapidas de estimulacidén se determinaba aplicando estinulos a in-

tervalos progresivamente mads cortos: 5000, 2000, 100(¢, 800, 500,
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300 mseg.

a

2.2.1.- CAPACIDADDE RESPUESTA DE LA MEMBRANA (MEMBRANE RESPONSI-

2.2.2.~

-———— -

E8 ben conocida la dependencia existente entre 1la
velocidadmaxima de despolarizacién (dv/dt) durante 1la
fase O y *1 nivel de PM al que la excitacidn tiene 1lugar.
La reiaciin adopta la forma de una funcién sigmoidea, a
la que dewomina curva de Weidmann & capacidad de respues-
ta de la iembrana. En nuestros experimentos, se determi-
naba estimlando los misculos papilares a distintos ni-

veles de wotencial de membrana inducidos incrementando

la concenracibén extracelular de potasio de 2.7 a 10.8 mM.

. 2t i o e e e o et o e e o e it o otk e e o i e A e e N e o e e

PRE s el periodo dé tiempo en el que no se puede
inducir w PA propagado. Para su determinacién, la pre-
paracidén e estimulaba a una frecuencia basica (S1) de
1 Hz y a ntervalos variables se interpolaba un estimulo
pFematurs (S2) con un voltaje doble del S1 a través de
los electpdos de estimulacidédn. E1 estimulo prematuroc se
introduci: al comienzo de la fase 4 y se iba acercando
progresivmente hacia el final del PA hasta que no se
obtenia respuesta propagada alguna.

El tiempo de recuperacidn es el tiempo necesario para

que la vebecidad de despolarizacidn durante la fase O
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(dv/dt) recupere totalmente su amplitud. Se media intro-
duciendo un extraestimulo (Sa), con un voltaje doble del
umbral, a intervalos variables con respecto a Sl' El S2

se introducia cada 5 estimulos bisicos (51)'

2.2.3.~ AUTOMATISMO Y APARICION DE LENTA DESPOLARIZACION DIASTO-

La aparicién de automatismo por lenta despolarizacidn
diastdlica (fase 4) se inducia en el masculo papilar de
cobayo adicionando al liquido de perfusidén ClaBa: 0.2 mM
4 Isoproterenol, 10”°M (TEJERINA, TAMARGO y BARRIGON,

1982).

2.2.4.- POTENCIALES DE ACCION Ca‘*-DEPENDIENTES (PA_ LENTOS)

Se obtuvieron perfundiendo los miasculos papilares
con una solucidén de Tyrode que contenia 27 mM de KCl y
a la que se afiadia Isoproterenol (0.2 mg/l) (CARMELIET,
1976; TAMARGO, 1979 y 1980).

3. FARMACOS UTILIZADOS Y SOLUCIONES

3.1. FARMACOS UTILIZADOS

1) JOSAMICINA (Novag)
2) ESTEARATO DE ERITROMICINA (Abbot)
3) ESPIRAMICINA (Rhodia)
4) OLEANDOMICINA . (Pfizer)
5) CLORHIDRATO DE CLINDAMICINA (Upjohn)

6) CLORHIDRATO DE LINCOMICINA (Upjohn)
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7) BITARTRATO DE ISOPROTERENOL (Winthop)

8) SULFATO DE ATROPINA (Sigma)

9) CLORHIDRATO DE DIFENIDRAMINA (Parke Davis)

10) INDOMETACINA (Merck,Sharp & Dohme)
11) PRACTOLOL (1cI)

12) BIMALEATO DE METISERGIDA (Sandoz)

13) CLORHIDRATO DE FENTOLAMINA (Ciba Geige)

14) CIMETIDINA (SKF)

Excepto Josamicina y Eritromicina, que fueron disueltas
inicialmente con Etanol (0.6%), los restantes farmacos fueron
disueltos inicialmente en agua destilada y posteriormente dilui-
dos en Tyrode para obtener el rango de concentraciones deseados
(10'7M~10_4M). Para mantener la estabilidad del Isoproterenol se
afitadia 4cido ascérbico a la solucidn, que se mantenia en hielo
durante el experimento. A lo largo de esta Tesis las concentra-
ciones de todos los fArmacos se expresan en molaridades de la sal

correspondiente.

3.2. LIQUIDO NUTRICIO

El 1liquido Tyrode-Burn que utilizabamos en huestros
experimentos tenia la siguiente composicidén en gramos y en mili-

equivalentes por litro, respectivamente:

ClNa ..... e B.0 8 venvnann Nat. Ll 149.2 meq/1
ClK wevennannn. 0.2 " ... K'Y . 2.7 n
Cl.Ca vovveuunn. 0.2 " vivenenn. ca*t ....... a.e

A g < e e e e rnm
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NaPOH, ....... 0.05 g ......t. POH,~ ..... 0.4 mcq/l
NaC03H F S T « T COSH— wesseaal11.9 "
Glucosa ...vees 1.0 M Lttt cerirsearnaes 5.0 "

Agua desionizada y bidestilada hasta complear 1000 ml.

4. ESTADISTICA.

Para comparar los resultados en cada expeimento, los
valores obtenidos antes de la adicidén del farmaco fieron utili-
zados como control, se consideran como 100%, y comprados con
los obtenidos 10 6 30 minutos después de cada ifincreento en la
concentracién de farmaco al baiio. »

Las cifras que aparecen en las distimfas :ablas repre-
sentan la media + el error standard de la misma (EJ.M.) para un
determinado®nimero (n) de experimentos. La comparacén de las me-
dias se realizd utilizando el test de Student para latos parea-
dos y no pareados, considerandose significativa aqullas diferen-

cias en las que P<L0.05.
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RESULTADOS



1. EFECTOS EN AURICULAS AISLADAS DE RATA.

1.1. Efectos sobre la frecuencia cardiaca.

En los 69 experimentos control realizados la frecuencia
base de la auricula derecha era de 192.3 + 4.5 latidos/mimto.
Como puede verse en la Figura 13, la administracién de Jesamici-
na (10°7M—10-4M) producia una disminucién dosis-dependiente de
la frecuencia sinusal, que alcanzaba valores significatives a
concentraciones » 107%M (P< 0.05). Idénticos resultados fueron
obtenidos coh Eritromicina (10—7M—10-4M), si bien como se puede
observar en la Figura 13 , a la concentracién 10'5M el electo
cronotrdpico negativo de la Eritromicina era mayor (PL0.() que
el producido por la Josamicina (P<0.05). La administracid de
Lincoﬁicina, Espiramicina, Oleandomicina y Clindamicina er con-
centéaciones comprendidas entre 10-7M y 10-4M no produciacambios
significativos en la frecuencia sinusal (P>0.05). Los efetos
de la Josamicina y Eritromicina eran facilmente revertidos tras
el lavado de las auriculas con Tyrode normal. Por tanto, €l orden
de potencia para deprimir -ta frecuencia sinusal era: Josariciha =

~

Eritromicina>Clindamicina = Espiramicina = Lincomicina * Oleandomic

1.2. Efectos sobre la fuerza contréactil en auricula derecha

En los 69 experimentos control realizados la ampitud
de la contraccién espontéanea de A.D. eran de 595.1 + 26.2 ng.

Como se observa en la Figura 14 | la Eritromicina produciauna de-
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Figura 13.- Efecto de la Josamicina (Q), Eritromicina A), Es-

piromicina (@ ), Oleandomicina (W), Lincomcina (&)
y Clindamicina (@ ) sobre la frecuencia de wriculas
derechas espontaneas de rata. Ordenadas: % @l valor
control. Abscisas: Concentracidén molar del fArmaco
ensayado. Cada punto representa la media de 10 expe-
rimentos.

*n{ 0.05, **p<£0.01, ***p{0.001.
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Efecto de la Josamicina (© ), Eritromicina (8),
Espiramicina (9), Oleandohicina (%), lincomicina
(4),y Clindamicina (® ) sobre la fuerza contractil
en auritulas derechas esponténeas de rata., Ordenadas:
% del valor control. Abscisas: Concentracién molar
del farmaco ensayada. Cada punto representa la media
de 10 experimentos.

*5&0.05, **p€0.01, ***p¢ 0.001.
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presién d@is—dependiente en la fuerza contractil. Este efecto i-
notrépico legativo era significativo (P£ 0.001) a concentraciones

> 10—5M. a Oleandomicina, a concentraciones &£ 10—5

—

M, no pro-
ducia cambos significativos en la contractilidad auricular: sin

Sm y 10™ %M producia un aumen-

embargo, aconcentraciones de 5x10~
to signifiativo (P<£0.05) de la fuerza contractil. La Josamici-
na, a concmtraciones £ 5x10'5M no producia cambios significati-
vos (P> 0.(5) en la fuerza contrictil; sin embargo, a la concen-
tracién de 10™M 1a Josamicina produci{a un aumento significativo
(P<D.05) te la contractilidad.

(1indamicina, Espiramicina y Lincomicina a concentra-
ciones de D"M-lo“dM no producian cambios significativos (P> 0.05)
de la fuer:a contractil.

Ie todo lo anterior deducimos que el orden de potencia

~

sobre la cmtractilidad auricular es: Josamicina = Eritromicina’®»
MClindamicira = Espiromicina = Lincomicina = Oleandomicina.
 efecto depresor de estos antibibdticos aparecia a
los pocos swgundos de su adicién al bafio, y alcanzaba el efecto
maximo a lcs 5-7 minutos. Tras incubar a las auriculas eon solu-
cion de Tymde normal, la contraccidn volvia gradualmente en 5-
10 minutog a valores similares a los registrados durante el con-
trol. En nihnguno de los experimentos fue posible observar la apa-

ricidn de ontractura (incremento en la tensién diastdlica) con

ninguna de las concentraciones de antibidéticos utilizadas.
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1.3. Efectos sobre la fuerza contrictil en auricula izguierda.

En los 69 experimentos control realizados la amplitud
ue la fuerza contractil de A.I. conducida era de 629.7 + 24.2 mg
Como se observa en la Figura 15 , la Eritromicina producifa una
depresidén dosis-dependiente de la fuerza contractil. Esta depresiéﬁ '

era significativa (P£0.001) a concentraciones >» 1075

M. La Josa-
micina producia también una depresién dosis-dependiente de 1la
fuerza contréctil. Esta depresidén era significativa (P< 0.05) a
concentraciones 2> 10”5m,

La Lincomicina a concentraciones € 5x10-5M no producia
cambios significatives (P> 0.05) en la fuerza contractil; sin

4M producia una disminucién

embargo, a la concentracién de 10~
significativa de la contraccién auricular (P£0.05), La Oleando-
micina a concentraciones = SxIO“SM tampoco producia cambios sig-
nificativos (P> 0.05) de la contractilidad; sin embargo a la con-
centracién de 10™M producia un aumento significativo (P« 0.05)
de la fuerza contractil. Clindamicina y Espiramiciﬁa a ninguna
de las concentraciones utilizadas (10_7M—10'4M) producian cambios
significativos (P> 0.05) de la fuerza contractil. Por tanto, en
auriculas izquierdas el orden de potencia inotrdépica negativa es:
Josamicina = Eritromicina’> Lincomicina> Clindamicina.EB Espi-
ramicina = Oleandomicina.

En auriculas izquierdas estimuladas a frecuencia cons-
tante hemos determinado también el efecto de estos antibidticos

sobre distintos parametros contractiles. Los valores controles de

estos parametros obtenidos en 69 preparaciones fueron:



% DEL CONTRO.

60

97

> %W

" |

Ll L] L) 1

w 1% 1° 1wt

CONC. DEL ANTIBIOTICO {M)

FIGURA 15



98

Figura 15.- Efecto de la Josamicina (©Q ), Eritromicina (A), Espi-
romicina (¥7), Oleandomicina (W), Lincomicina (&)
y Clindamicina (@) sobre la fuerza contractil en au-
riculas izquierdas de rata estimuladas a 3Hz. Ordena-
das: % del valor control. Absrnisas: Concentracién molar
del farmaco ensayado. Cada punto representa la media
de 10 experimentos.

*p&0.05, **p{0.01, ***p<L0.001.
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Tiempo hagta la contraccidén maxima (TCM) = 48.6 + 1.8 mg
Tiempc total de contraccién (TTC) = 148.9 + 1.9 mg
Velocidad maxima de contraccién (+ df/dtmax) = 84 + 0.4 mg/mseg y

Velocidad maxima de relajacidon (- df/dtmax) =

Los efectos de los farmacos ensayados sobre el TCM aparecen ilus-
trados en la Figura 16A. Como puede verse la Eritromicina a con-

5M producia una disminucidn significativa

centraciones > 10~
(P€ 0.05) del TCM. Los restantes antibidéticos no modificaban es-
tos parametros a ninguna de las concentraciones ensayadas. Idén-
ﬁ!cos resultados fueron observados sobre el TTC (Figura 16B)}. La
¥ritromicina y Josamicina a concentraciones > JO'SM, acortaba e)
+ df/dtmax (Figura 17A). Eritromicina ademds a concentraciénes =

M acortaba el -df/dtmax (Figura 17B). Los restantes farmacos ro

107
modificaban a ninguna de las concentraciones ensayadas estos pafame-

tros.

1.4. Influencia de la Josamicina sobre la relacidén fuerza-frecuen-

cia en auricula izquierda.

En el miocardio de rata la magnitud de la fuerza con-
tractil estd en intima relacién con la frecuencia de estimulacidn,
de tal forma que la fuerza contractil disminuye cuando la frecuen-
cia de estimulacidédn aumenta y viceversa. Es decir, quec en el mio-
cardio de rata y a diferencia de lo que sucede en otras especies
un aumento progresivo de la frecuencia de estimulacidén conduce a
una reduccién de la fuerza contractil desarrollada (escalera ne-
gativa, KOCH-WESER y BLINKS, 1963). Por ello, hemos estudiado

también el efecto de la Josamicina sobre lafuerza contractil en
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Figura 16.- Efecto de la Josamicina (O), Eritromicina (), Es-
piromina (), Oleandomicina (W), Linccmicina (&)
y Clindamicina (@) sobre el tiempo para la contrac-
cién maxima (A) y el tiempo de contraccién total (B)
en auriculas lzqulerdas de rata estimualdas a 3Hz.
Ordenadas: % del valor control. Abscisas: Concentra-
cién molar del farmaco ensayado. Cada punto represen-
ta la media de 10 experimentos.

*p € 0.05, **p<0.01, ***p< 0.001.
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Figura 17.- Efecto de la Josamicina (0O), Eritromicina (O ), Es-
piromicina (%), Oleandomicina (W), Lincomicina (&)
y Clindamicina (@) sobre el +df/dtmax (A) y -df/dtmax
(B) en auriculas izquierdas de rata estimuladas a 3 Hz.
Ordenadas: % del valor control. Abscisas: Concentracién
molar del fArmaco ensayado. Cada punto representa la
media de 10 experimentos.

*»»€0.05, **p<o0,01, ***p<£0.001.
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ocho auriculas izquierdas estimuladas a distintas frecuemncias
(0.5-5Hz). Los resultados aparecen en la Figura 18 . Emn estos
experiemntos las auriculas eran estimulgdas a una érecuencia de

3 Hz durante el periodo de equilibrio. Después las auriculas eran
estimuladas a 0.5 Hz, y 13 frecuencia era incrementada hasta 5Hz.
El tiempo para cada cambio de frecuencia venia determinado por el
tiempo necesario para alcanzar una respuesta contractil estable.
La fuerza contééctil registrada a 0.5 Hz se coﬁsideré como el
‘100% y el resto de los valores eran expresados coho porcentajes

Sm y 10™ %) producia una disminu-

de este valor. Josamicina (10~
cidén en la amplitud de la contraccidn y desplazaba de forma dosis-
dependiente la relacidn fuerza-frecuencia hacia abajo en todos

los rangos de estimulacidén estudiados.

1.5. Efectos sobre el tiempo de recuperacidn del nodo del seno

(TRNS) .

En los 39 experimentos control realizados el tiempo de
recuperacidén del nodo del seno (TRNS) era de 297.3 + 12.5 mseg
como se observa en la Figura 19 .

"M-10""M) producia un aumento dosis-—

La Josamicina (10~
dependiente del TRNS. Este aumento era significativo (P<0.01)
a concentraciones 2} 10'5M. E1 TRNS no pudo ser medido en 4 ex-
perimentos tras la adicidén al bafio de la concentracidén mas alta
de Josamicina (10—4M), porque las auriculas recuperaban su acti-

vidad espontinea después de 10 seg de suprimir la estimualcidn

auricular. La Eritromicina producia también un aumento dosis-de-
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Figura 18.- Efecto de la Josamicina sobre la relacién fuerza-fre-
cuencia en auriculas izquierdas de rata estimuladas
a 3Hz. Ordenadas: % de la contraccién registrada a
la frecuencia de 0.5 Hz en situacidén control. Absci-
sas: Frecuencia de estimulacidén (Hz). Cada punto re-
presenta la media de 8 experimentos, las barras verti-
cales representan el error standard de la media.

5

(@) control, (¥7) Josamicina 10" °M, (A) Josamicina

a

107 7M.
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Efecto de la Josamicina,(©O), Eritromicina (A), Es-
piromicina (¥), Oleandomicina (W), Lincomicina (M)
y Clindamicina (@ ) sobre el tiempo de recuperacidn
del nodo del seno en auriculas esponténeas de rata.
Ordenadas: % del valor control. Abscisas:. Concentra-
cidén molar del farmaco ensayado. Cada punto represen-
ta la media de 10 experimentos.

*»&£0.05, **p<0.01, #***p&0.001.
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pendiente-de TRNS. Este aumento era significativo (P<0.05) a
concentraciones ;3 10"5M. clindamicina y Espiramicina'solo a la

4M) producian un zumento

més alta concentracién utilizada (10~
significativo (P<L0.05) del tiempo de recuperacién del nodo del
seno, mientras que la Oleandomicina a esta concentracién produ-
cfa un acortamiento significativo del TRNS (P£0.05). Lincomici-
na no producfa cambios significativos (P>>0.05) en el TRNS a nin-

guna de las concentraciohes utilizadas.

1.6. Efectos sobre el periodo refractario (PR) y frecuencia maxi-

" ma_de estimulacién auricular (MFE).

En los 36 experiﬁentos control realizados el periodo re-
fractario auricular era 56.7 + 1.7 mseg. La administracién de E-
ritromicina producia un aumento dosis-dependiente del PR que al-
canzaba valores significativos a concentraciones ?;10-6M (PL 0.0%)
(Figura 20 ). Clindamicina también producfa un aumento dosis-de-
pendiente del PR que alcanzaba valores significativos a concentra-

S

ciones 2 5x10 °M. La Josamicina. solo auvmentaba la maxima fre-

cuencia de estimulacidén (MFE) auricular a la concentracidn de

4M. Oleandomicina, Espiromicina y Lincomicina no modificaban

107
este pardmetro a ninguna de las concentraciones ensayadas (P>»0.05).
La MFE auricular era de 1125.0 + 42.5 latidos/min en
las 40 detefminaciones control realizadas. Dado que lé MKFE auri-
cular es la inversa del PR, los datos obtenidos en nuestros ex-

perimentos son similares pero de distinto sentido a los descritos

para el PR en la Figura 20 ;
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Figura 20.- Efecto de la Josamicina (Q ), Eritromicina (Q), Es-
piromicina ({?), Oleandomicina (W), Lincomicina (&)
y Clindamicina (@) sobre el periodo refractario efec-
tivo auricular en auriculas espontineas de rata.
Ordenadas: % del valor control. Abscisas: Ccncentra-
cibén mclar del farmaco ensayado. Cada punto represen-.
ta la media de 10 experimentos.

*p£0.05, **p&0.01, ***pg 0.001.
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1.7. Efectos de varios pretratamientos sobre el efecto inotropico

negativo de la Josamicina.

+

Estos experimentos fueron realizados para determinar si
el efecto inotrépico negativo que la Josamicina ejerce sobre la
auricula de rata era el resultado de un efecto directo sobre las
fibras auriculares o bien un efecto indirecto mediado a través
de la liberacidn de acetilcolina desde los terminales nerviosos
colinérgicos. Puesto que otras-sustancias (p.ej. Noradrenalina,
Adrenalina, Histamina, 5-Hidroxitriptamina y Pfostaglandinas) se
sintetizan y almacenan en las fibras auriculares y aumentan la
amplitud de la contraccidén, cabrid.. la posibilidad de que pudie-

ran liberarse desde las fibras auriculares durante su exposicidn

‘ a Josamicina y de que redujesen el efecto inotrdpico negativo de

~este antibidético. Para descartar estas posibles interferencias

hemos estudiado el efecto de la Josamicina sobre contractilidad

y la frecuencia auricular en presencia y en ausencia de una
mezcla de antagonistas: Fentolamina 5x10-7M, Practolol 8x10-4M,
Atropina 5x10“7M, Cimetidina 4x10—5M, e Indometacina 2x10-5M.

La concentracién utilizada de cada antagonista era capaz de abo-
lir el efecto inotrdépico positivo o negativo de sus respecti-

vos agonistas en la auricula aislada de rata. En experimentos
control la mezcla de antagonistas no modificaba de forma signifi-
cativa la frecuencia auricular (2.2 + 3.2%,P>0.05) pero si que
incrementaba per se en un 13.9 + 5.4% la amplitud de la centrac-

cion; sin embargo, este efecto era fugaz y desaparecia a los 10

minutos de haber adicionado la mezcla al bafio. Como puede verse
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en la Tabla XII tanto el efecto cronotrdpico como el efecto ino-
tropico negativo de la Josamicina (10_4M) no era modificado por
estos antagonistas (26.8 + 4.6% comparado con 29.3 + 6.6% para

P«£0.05).

1.8. Efectos de la Josamicina sobre las respuests auriculares al

Isoprotrenol.

En 19 auriculas derechas e izquierdas hemos estudiado
la accidn de la Josamicina sobre los efectos inotrépicos y cro-

“11y_1075M). como yva

notrépicos positivos del Isoproterenol (10
hemos descrito la Josamicina reducia la frecuencia auricular en
un 29.6 + 3.4% y aumentaba la amplitud de la contraccién en un
21.2 + 2.1%. Sin embargo, la Josamicina no modificaba el efecto
cronotrdopico e inotrdépico positivo del Isoproterennl; como se ve
en la Figura 21 las respuestas cronotrépicas e inotrépicas ma-
ximas del Isoproterenol no se afectaban en presencia de Josamici-
na (10_4M). El aumento maximo en frecuencia y fuerza contractil

producido por Isoproterenol (1073

M) era 360 + 6.2% y 84.0 + 2.6%
‘respectivamente, en auriculas contrel y 31.2 + 6.1% y 85 + 3.1%
respectivamente en presencia de Josamicina (P3»0.05).

Los efectos del Isoproterenol también fueron estudiados
en 9 auriculas izquierdas estimuladas electricamente. La Josami-~
cina (107%M) disminufa la fuerza cntractil en un 33.1 + 4.6% pero
sin embargo, no modificaba la respuesta maxima inotrépica positi-

va del Isoproterenol (108.8 + 16.8%) comparada con 102.3 + 17.5%

(P>0.05, Figura 22 ).
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TABLA XII

EFECTOS DEL PRETRATAMIENTO CON DIVERSOS ANTAGONISTAS DE LA ACCION

DE LA JOSAMICINA (X + S.E.M.; n=12)

JOSAMICINA
-5 -4
PARAMETROS 10 "M 10 M
Frecuencia -7.6 + 2.8 -46.8 + 10.3
(-7.2 + 3.1) (-37.1 + 12.9)
Contraccidn +0.9 + 3.9 +28.1 + 6.3
AD (+1.2 + 6.2) (+20.0 + 9.0)
Contraccién ~5.4 + 4.6 -26.2 + 9.1
Al (-7.6 + 4.3) (-22.5 + 5.3)

n = nimero de experimentos; AD = auricula derecha, AI = auricula
izquierda.

Los resultados se expresan como porcentaje del valor control.

Los resultados entre paréntesis corresponden a los experimentos
realizados en presencia de los antagonistas.
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Figura 21.~ Efecto de la Josamicina sobre el efecto inotropico
(A) y cronotropico (B) positive inducido por el iso-
proterenol (ISP) en auriculas derechas esponténeas de
rata. Ordenadas: % del valor ccntrol. Abscisas: Loga-
ritmo negativo de la concentracidén molar del ISP.
Cada punto representa la media de 10 experimentos.
(@) control, (O) Josamicina 10" *M. Los valores obte-
nidos en presencia dé Josamicina se han normalizado
(®) a fin de ver que no se ;nodifique la dosis-respues
ta al ISP en presencia del farmaco.

*»p& 0.05, **p£0.01, ***p& 0.001.
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Figura 22.- Efecto de la Josamicina sobre el aumento de¢ la contrac
cién inducida por el Isoproterenol (ISP) et auriculas
izquierdas de rata estimuladas a 3 Hz. Ordmadas: %
del valor control. Abscisas: Logaritmo negetivo de la
concentracidén molar del ISP. Cada punto repesenta la
media de 10 experimentos. (®) control, (0Q) Josamici-
na 10‘4M. Los valores obtenidos en presencik de Josa-
-micina se han normalizado (@) a fin de ver que no se
modifica la curva dosis-respuesta al ISP er presencia
del farmaco.

*p& 0.05, **p&0.01, ***p<0.001,
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1.9. Efecto de la Josamicina sobre la curva dosis-respuesta a2l

Calcio.

Es bien conocido que un aumento de la concentracién de
ca*t en el 1iquido de perfusidn aumenta la amplitud de la contrac-

cidén y el flujo de entrada de ca*t

en las células auriculares
(NIEDERGERKE, 1963). Por tanto, hemos estudiado en 8 auriculas
izquierdas el efecto de la Josamicina sobre la accidn inotrépica

positiva inducida al incrementar la concentracidén de ca*t

en el
bafio. Los resultados se mﬁestran en la Figura 23 . Puede verse
que en el rango de concentraciones de cat* ensayadas (0.9 mM-

7.0 mM}, 1a relacidén entre fuerza contractil y el logaritmo de la
concentracién de Ca‘t es casi lineal Yy que la Josamicina (10-4M)
prnduce un desplazamiento paraleloc a la derecha d- esta relacién.

Un cambio similar fue observado en presencia de Eritro-

micina, 10™%M (Figura 24).

1.10. Efecto de la Josamicina sobre las contracciones lentas in-

ducidas en auriculas despolarizadas.

En otro grupo de experimentos las auriculas se equili-
braban inicialmente con Tyrode durante 30 minutos, al cabo de los
cuales se perfundian con Tyrode hiperpotasico (27 mM). El1 aumen-
to de la concentracidén de potasio ([Kf]o) suprimia en unos segun-
dos la actividad contractil auricular. que podia ser restaurada
(rontraccinnes 4 respuestas lentas) adicionando Isonroterenol

(107°M) al bafio. Tras la aparicién de las respuestas lentas las
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Figura 23.- Efecto de la Josamicina sobre el efecto inotropico

. positivo inducido por el aumento de Cca*t en el bafio
en auriculas derechas espontaneas de rata. Ordenadas:
% del valor control. Abscisas: Concentracisn de Ca*"
(mM) en el liquido nutricio en escala logaritmica.
(®) Control, (X7) Josamicina 10°°M, (&) Josamicina
5x107°M, (A) Josamicina 10"%M. cada punto representa
la media de 8 experimentos. Las barras verticales re-
presentan el ESM.

*p<£ 0.01, **p&0.01, ***p& 0.001.
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Figura 24.- Efecto de la Eritromicina sobre el efectec inotropico

+

positivo inducido por el aumento del ca** en el bafio.

en auriculas derechas espontaneas de rata. Ordenades:
% del valor control. Abscisas: Concentracién de ca*?
(mM) en el liquido nutricio en escala logaritmica.

(@) control, (O) Eritromicina 1074

M. Cada punto re-
présenta la media de 10 experimentos. Las barras ver-
ticales representan el ESM.

*n& 0.05, **pL 0.01, ***pL0.001.
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preparaciones eran estimuladas a una frecuencia de 0.4 Hz, a fin
de evitar su deterioro. Como se ve en la Tabla XIII, Josanmicina
y Eritromicina a concentraciones 7> 10”5 producian una disminu-
cidn dosis-derendiente de la amplitud de las respuestas lewtas.

Sus efectos depresores eran rapidamente revertidos tras lavar la
auricula con solucidén Tyrode normal 6 incrementando la corcen-

tracién de ca*t ( ca o) en el bafic Figura 25. En otras palabras,
el ca*t parcce antagonizar la depresidn inducida por ambos anti-

biéticos sobre las contracciones lentas en la auricula de rata.
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TABLA XIII. EFECTO DE LA JOSAMICINA Y LA ERITROMICINA SOBRE EL
EFECTO INOTROPICO POSITIVO DEL ISOPROTERENOL EN
AURICULAS DE RATA DESPOLARIZADAS CON 27 mM DE K'.

EFECTO INOTROPICO (% DE I.A DISMINUCION)

CONCENTRACION N JOSAMICINA ERITROMICINA

1075 8 9.8 + 2.1+ 11.9 + 2.6*
5 x 107°M 8 27.7 & 3.8%% 20.6 + 4.2%*
107 8 43.2 + 3.8%%* 40.0 + 5.0%**

N = nimero de experimentos. *p £0.05, **p<0.0, ***p<G.001
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Figura 25.- Efecto de la Josamicina (10"%M) sobre las contracciones
lentas inducidas por ISP (IO_GM) en auriculas izquier-~
das de rata despolarizadas por (27 mM). Los efectos
de 1a Josamicina fueron revertidos por la adicién al
bafic de Ca** en concentraciones crecientes (3.6-7.0

mM). La frecuencia de estimulacién fue 0.4 Hz durznte

todo el experimento.
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' 2. EFECTOS EN FIBRAS MUSCULARES VENTRICULARES DE COBAYO.

2.1. Efectos de la Josamicina sobre los potenciales de accién ré-

e

pidos (PV) ventriculares.

Los efectos electrofisioldégicos de la Josamicina en ur
rango de concentraciones comprendido entre 10'7M Yy 10—4M, fueror
estudiados en misculos papilares de cobayo perfundidos con Tyroc
y estimulados a una frecuencia basal de 1 Hz. pas preparaciones
tras haber sido equilibradas durante 60 min. se perfundian con
concentraciones progresivamente crecientes de Josamicina. El1 tiem-
po de cada perfusién era de 30 min., ya que experimentos prelimi-
nares hablan demostrado que el efecto miximo del farmaco se alca-
zaba en los primeros 15-20 minutos de haber iniciado la perfusid.

Los resultados obtenidos en 12 experimentos se muestra
en la tabla XIV y un experimento tipico se muestra en la Figura
26 . Como puede verse la Josamicina, a ninguna de las concentra-
ciones ensayadas modifica ellpotenciél de reposc, ni modifica la
amplitud, el overshoot o la velocidad maxima de despolarizacidn
ventricular (Vmax). El dnico cambio oﬁéervado en la configuraciom
del PA ventricular es que la Josamicina produce a concentraciones
;;10—6M una prolongacidn concentracidn-dependiente de la dura-

cidén del PA medidos tanto al 50% (DPASO) como al 90% (DPA,.) de

90
repolarizacién.

El efecto de la Josamicina sobre la duracidén del PA de-
pendia de la frecuencia de estimulaciédn ventricular. En la Figu-

ra 27 se representa la DPA90 en relacidén con la frecuencia de
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TABLA x1v

EFECTOS ELECTROFISIOLOGICOS DE LA JOSAMICINA SOBRE LOS PA RAPIDOS EN MUSCULOS PAPILARES DE COBAYO

(n = 11. x + E.S5.M.)

CONCENTRACION POTENCIAL DE Vmax AMPLITUD Uw>mo Uv?wo
(M) REPOSO (mv) (V/seg) (mv) (mseg) (mseg)
0 87.81 + 1.02  196.00 + 7.16  118.99 + 9.14  99.35 + 11.49  139.28 + 9.27
1077 86.83 + 0.64  196.50 + 9.12  118.42 + 2.68 117.33 + 13.59  160.77 + 15.96
107° 88.66 + 1.06  194.80 + 6.74  119.66 + 1.44 129.66 + 13.35  173.66 + 14.,72%
1075 89.20 + 3.16  197.50 + 7.24  122.13 + 3.32 145.42 + 6.50%*% 187.00 + 6.13«e+
HOIA 88.70 + 0.91 199.50 + 5.80 120.54 + 1.32 147.92 + 6.64** 190.64 + 7.80%*»

*PL 0.05, **Pg0.01,

**2pL 0.001
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Figura 26.- Efecto de la Josamicina sobre el PA ventricular. En
cada panel el trazo superior corresponde al potencial
de membrana y el inferior a la velocidad maxima de
despolarizacidén, A: Control, B-E fueron obtenidas a
los 30 minutos de iniciarse la perfusién con Josami-

cina (10'7M, IO—GM, 10™5m y 10~ %M respectivamente).
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Figura 27.- Efecto de la Josamicina sobre la duracidén de los PA
rapidos en musculos papilares ccnducidos a distintas
frecuencias. Cada punto representa la media de 12
experimentos. Las barras verticales representan el

ESM.
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estimulacién. En situacidn control, y como ya es bien conocid,

la DPA90 se acorta cuando el ventriculo se estimula a frecuercias

inferioes a 1 Hz; a frecuenci;s mas lentas la frecuencia no pare-
ce influir sobre la DPA90 de ventriculo de cobaya. En presencia
de Josamicina se observa que cuando la longitud basica del cizlo
de estimulacidn es superior a 800 mseg el farmaco produce una

prolongacidn dosis dependiente de la DPA Sin embargo a inter-

90"
valos superiores a los 800 mseg, es decir a frecuencias rapids,
la Josamicina produce un efecto opuesto, es decir, que acortade
forma dosis-dependiente 1la DPAQO.

2.2. Efectos de la Josamicina sobre los potenciales de accidn len-—

tos ventriculares.

En un segundo grupo de experimentos hemos estudiadc los
efectos de la Josamicina sobre los potenciales de accidn lentrs
6 Ca-dependientes, inducidos por el Isoproterenol (IO_GM) en auri-
culas despolgrizadas por 27 mM de KCl. Los éfectos obtenidos 3n
11 preparaciones se éxpresan en la tabla XV . Lo primero que
llama la atencidén es que la Josamicina no modifica ni la amplitud
ni la velocidad maxima de despolarizacidn (Vmax)} ni el potendal
de reposo celular, sin embargo, de nuevo la Josamicina produc: a
concentraciones 727 107°M una prolongacién de la DPAy,. A 10_%,
este efecto se acompafia de una prolongacidén de la DPASO'

La Figura 29 muestra que el efecto de la Josamicim

sobre la DPA de los PA lentos también depende de la frecuencii de

estimulacidn ventricular. En los experimentos que presentamos
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Figura 28.- Efecto de la Josamicina sobre los potenciales lentos

6M) en fibras ven-

inducidos por el Isoproterencl (10~
triculares perfundidas con Tyrode 27 mM k*. Los tra-

zos superiores corresponden al registro del potencial
de memtrana y los inferiores zl registro del Vmax.

At control, By C fuerpn registrados a los 30 minutos

de iniciarse la perfusién con Josamicina, 107°

4

My

10" "M respectivamente.
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podemos ver que en condiciones control segin se prolonga la dura-
cidén del ciclo basico de estimualcidén desde 1000 a 300 mseg se
produce un claro aumento de la DPA90 de los PA lentos.

En presencia de Josamicina se observa una prolongacidin
dosis-dependiente de la DPAgo que aparece a cualquler frecuencia
de estimulacidn. Un ejemplo de este fendmeno aparece ilustrado
en la Figura 28 , donde $e registran los PA lentos en situacién

My 107

control, tras 30 min. de perfusién con Josamicina, 10~
rgspectivamente; el PA mas largo corresponde al obtenido cuandc
la longitud basica del ciclo era de 9000 mseg y el mis corto cc-
rresponde a una longitud basica del ciclo de estimulacidén de 1MO0

mseg. Puede verse como la Josamicina prolonga la DPA5 en ambos

0

potenciales.
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Figura 29.- Efecto de la Josamicina sobre la duracidén de los PA
lentos inducisos por el Isoproterencl en fibras ven-
triculares despolarizadas conducidas a distintas fre«-
cuencias. Cada punto representa la media de 12 expe-

rimentos. Las barras verticales rerresentan el ESM.
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I. EXPERIMENTOS EN AURICULA AISLADA DE RATA.

Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran que 1l:
Josamicina un nuevo antibidtico macrdlido, produce en la aurici-
la aislada de rata una disminucidén dosis-dependiente de la fre-
cuencia sinusal y de la contractilidad auricular. Sin embargo,
el efecto inotgépico negativo no aparece en auriculas esponténeas,
aunque si es muy marcado en auriculas estimuladas.

La escalera negativa es una caracteristica en el mio-

- cardio de rata, e implica que 1la émplitud de la contraccidn au-
menta cuando la frecuencia de la contraccidén disminuye (HOLLAN-
DER and WEDD, 1955; KOCH-WESER and BLINKS, 1963). Por tanto 1la
Josamicina al reducir la frecuencia sinusal incrementaria de for-
ma inespecifica la fuerza contrictil,'lo que explicaria porque 2

concentraciones de 10~2

M este antibidético no solo no deprime siio
que aumenta la fuerza contractil auricular. Para evitar esta con-
pensacién, el efecto de la Josamicina fue estudiado también en
auriculas izquierdas estimuladas a frecuencia constante.

Bajo estas condiciones experimentales, Josamicina pro-
ducia una depresién.dosis-dependiente de la fuerza contractil y
del df/dtmax, lo que confirma el efecto inotropico negativo del
farmaco. La duracidn del estado activo auricular, sin embargo, o
' parece ser directamente influenciado por la Josamicina, ya que
ni el tiempo de contraccidn total ni el tiempo hasta la contrac-
cién maxima fueron significativamente modificados por el antibis-

tico. Josamicina ademds prolonga el periodo refractario y el timm-

po de recuperacién del nodo del seno en la auricula de rata. Mas
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aun, la Josamicina ejercfa una accidn depresora directa sobre el
nodo sinusal ya que reducia la frecuencia sinusal y prolongaba
el tiempo de recuperacidén del nodo del seno a concentraciones a
las cuales no modificaba la excitabilidad auricular.

De los otros 3 macrdlidos estudiados, la Eritromicina
producia efectos cardiodepresores completamente similares a los
descritos para la Josamicina; sin embargo, la Eritromicina acor-
taba ademis el estado activo contractil por reducir el tiempo
hasta la contraccién maxima y el tiempo total de contraccién au-
riculares. Estos datos son consistentes con resultados previos
obtenidos en preparaciones card{acas de perro y de gato (COHEN
et al, 1970; REGAN et al. 1969) en los que se demostrd que la
Eritromicina ejercfa un efecto inotrépico negativo. Por otro la-
do, Espiramicina y Oleandomicina, al igual que la Clindamicina y
la Lincomicina tan solo a las mayores concentraciones ensayadas
producian cambios significativos en alguno:de los parametros elec-
trofisiolégicos auriculares ensayados. -

No es probable que los efectos producidos por estos an-
tibidéticos sean debidos a una accidn citotdxica, dado que sus e-
‘fectos eran rapidamente revertidos con solo reemplazar en el baiio
la solucidn con farmaco por una solucidén libre de farmaco. Ei
efecto inotrépico negativo de la Josamicina no era modificado pre-
tratando las auriculas con una mezcla de antagonistas capaces de
bloquear el efecto inotrépico positivo & negativo de sustancias
que normalmente se sintetizan y se liberan en la auricula (por
ejemplo, Noradrenalina, Adrenalina, Acetilcolina, Histamina, 5-

Hidroxitriptamina, Prostaglandinas). Estos resultados sugieren
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que la Josamicina actuaba directamente sobre las fibras auricula-
res produciendo un efecto cardiodepresor directo. Mas atn, la Jo-
samicina no modificaba el efecto inotrépico y cronotrépico positi-
vo del Isoproterencl en auriculas espontéaneas, lo que indicaba

que el efecto cardiodepresor de la Josamicina no estaba relacio-
nado con un bloqueo de los receptores betal— adrenérgicos cardia-
cos,

El incremento de la concentracién de Ca** en el bofio
ejerce un efecto inotrdpico positivo que se acompafia, y que se
cree que es debido a un incremento del flujo de entrada de ca*t
a través del sarcolema de las fibras cardiacas (WINEGRAD and SHA-
NES, 1962; LANGER, 1968). Josamicina y Eritromicina pfoducen un
desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis respuesta.al

++

Ca’  1lo cual parecia sugerir que ambos farmacos podrian inhibir

+

el flujo de entrada de ca* en las células auriculares.

Las respuestas lentas inhucidas.en auriculas despola-
rizadas con K también son dependientes dé una entrada de Ca'‘?
dentro de las fibras auriculares, y estas respuestas eran inhi-
bidas tanto por la Josamicina como por la Eritromicina. Por otro
lado, los efectos depresivos de las réspuestas' lentas podian ser
reversibles aumentando la concentracién de Ca'? en el liquido de
perfusién . Todos estos resultados gugieren que el efecto ino-
tropico negativo de estos farmacos seria probablemente debido a

una disminucién en la disponibilidad de ca*t

para la contraccion,
quizas porque &lsminuyen el flujo de entrada ca*t a través del
sarcolema. La rapida accidén de estos farmacos y la excelente re-

quperacién de las auriculas después de suprimir el farmaco sugie-



145

re que su accidén deberia estar localizada en la superficie exter-
na de la membrana cardiaca.

Una dependencia similar entre la concentracidn de ca*t
en el bafio y la reduccidn de las respuestas contréctiles lentas
y de la corriente lenta de entrada de Ca** (iSi) fueron previa-
mente descritas para el Verapamil 6 el D-600 (KOHLHARDT et al.,
1972). Sobre la base de estos resultados se propuso que estos com-
puestos probablemente competirfan con el catt por un grupo re-
ceptor comin 6 por un sistema especial de transporte localizados
en la superficie de la membrana de la célula cardiaca (KOHLHARDT
et al., 1972; BAYER y cols., 1975). Como la Josamicina y la Eri-

tromicina,estos antagonistas del Ca++

desplazaban la curva dosis
respuesta a Ca++ a la derecha pero no abolian la capacidad de
respuesta del miocardioc a las catecolaminas beta-adrenérgicas
(FLEKFNSTEIN, 1977). Por lo tanto, aunque el mecanismo preciso a
nivel de la membrana cardiaca no esti claro, el efecto inotrépi-
co negativo de la Josamicina y Eritromicina podria ser positle-
mente explicado asumiendo un efecto inhibitorio reversible de
estos antibidticos sobre la disponibilidad del ca*’ contractil
wyuizas por actuar en un lugar localizado en la superficie del sar-
colema. Sin embargo, los presentes experimentos no prueban que
Josamicina y Eritromicina actuen exclusivamente por éste mecanlis-
mo. Un efecto intracelular también seria posible dada la alta
1ipofilidad de estos farmacos (GARROD y cols., 1973; KUCERS and
BENNET, 1979). Por otro lado, la reduccién de las respuestas con-
triactiles lentas puede ser tambien el resultado d. un inzremento

en la gK mas que una disminucidn en la entrada de ca'*. sin em-
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bargo, este parece ser el mecanismo responsable de la reduccidn
de las respuestas lentas inducidas por Eritromicina, ya que esta
aumenta el flujo de entrada de K en el ventriculo del perro

(REGAN y cols., 1969).
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II. EFECTQS DE LA JOSAMICINA EN FIBRAS MUSCULARES VENTRICULARES

(F.M.V.) DE COBAYO.

Los efectos de la Josamicina enfibras musculares de co-
bayo demuestran que a ninguna de las concentraciones ensayadas
el fArmaco modifica la amplitud o el Vmax de la fase O del poten-
cial de accién. Este halliazgo parece indicar claramente que la
Josamicina no modifica la corriente rapida de entrada de Na (INa)
en esta preparacidén. De acuerdo con esta hipbétesis estd el ha-
llazgo de que en fibras auriculares de rata la Josamicina no mo-
dificaba la excitabilidad auricular.

La Josamicina tampoco alteraba el nivel de potencial
de reposo, lo que sugiere que el farmaco no modifica la corrien-
te background de Kkt (iKi). Sin embargo, la Josamicina producia
una marcada prolongacidn en la duracidn del potencial de accidn,
medido este tanto al S50% como al 90% de repélarizacidédn. Dado que
no han sido realizados estudios de clamp de voltaje e3 muy dificil
determinar que tipos de cambios 1dénicos serian responsables de es-
te alargamiento. Sin embargo, algunas especulaciones pueden ser
hechas. En fibras musculares ventriculares el procesc de repolari-
zacién es el resultado de dos movimientos idénicos de signo opues-
to (NOBLE, 1979; GIEBISCH y WEIDMANN, 1971):

Por un lado la corriente lenta de entrada de Ca (iSi)
que tiende a mantener el nivel de plateau y a retardar la repola-
rizacidén, y por otro lado, la corriente de salida de K (iXi) que

tiende a acelerar la inclinacién de la fase 3 y a acelerar la ve-
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locidad de repolarizacidén. En nuestros experimentos la Josamicina
prolongaba la duracidén del PA ya que reducia la inclinacién de
las fases 2 y 3 'del mismo enlenteciendo la velocidad de repolari-
zacidén. Por tanto, podriamos suponer que la Josamicina: a) aumen-
taria la 15Si, b) enlenteceria la inactivacidén de la ISi y c) in-
hibiria la corriente de salida iXi. Pasamos ahora a valorar estas

tres opciones.

No parece que la Josamicina aumente la 151, ya que el
farmaco no aumenta ni la amplitud ni el Vmax de los PA lentos,
Ca-dependientes inducidos por el isoproterenol en misculos despo-
larizados por K (27 mM). En esta preparacién el kK* despolariza el
potencial de membrana hasta valores por encima del umbral de acti-
vacién de la iNa (-55 mv), por lo que esta corriente no puede ju-
gar ningun papel en las respuestas propagadas generadas a este ni-
vel de potencial de membrana, por otro ladoc el Isoproterenol au-
menta la iSi, facilitando la entrada de Ca al interior de la cé-
lula cardiaca, y la aparicidén de respuestas cardiacas lentas {(PA-
PPANO, 197Q).

Por tanto, si la Josamicina no altera ni la amplitud ni
el Vmax de estos PA lentos que son los marcadores electrofisiold-
gicos de la entrada de ca*t en 1a célula, dificilmente podemos man-
tener que la Josamicina aumenta la iCa. Por otro lado, los experi-
mentos realizados en la rata y discutidos en el apartado anterior
sugieren que la Josamicina de alterar la iSi lo haria reduciendo
la amplitud, pero nunca aumentandola.

La segunda opcidn, que la Josamicina enlentezca la inac-
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tivacidén de la Isi (BASSINGTHWAIGHTE y cols., 1976), no podemos dis-
cutirlo ya que con nuestros experimentos es imposible valorar la i
-1hac (constante de tiempo de inactivacidén) de esta corriente.
Pese a ello, parece dificil poder admitir que un fArmaco que no
modifica la aqplitud de la i1Si sea sin embargo capaz de modificar
su cinética de inactivacién.

La tercera opcidén, que la Josamicina inhiba la conduc-
tancia al K es una hipdtesis muy atractiva en nuestro caso ya que
permitiria explicar no solo el alargamiento de la DPA observada
en los PA rapidos sino también en los PA lentos a frecuencias su-
periores a 1 Hz.

Este efecto no puede ser consecuencia de cambios en la
corriente 1X1. ya que esta corriente se activa durante el PA y
permanece activada durante un cierto tiempc después de finalizar
la repolarizacidén. Una reduccién de la gK podria ocurrir con la

corriente background de K, iK bien como consecuennia de una re-

1 ’

** de la membrana (hipétesis del Ca, BRADY, 1964)

duccién en el Ca
o como consecuencia de una reduccidn en la concentracidén extrace-
lular de K (hipdtesis del K extracelular). Segin la hipdtesis del
Ca, el Ca ligado a la membrana no vuelve a valores control al fi-
nal del PA sino que permanece a niveles inferiores a lo normal
durante algun tiempo después de acabar la repolarizacidén. Al re-
excitar la célula, la conductancia gKy tenderia a disminuir mas
de 1o habitual, moveria el plateau hacia niveles mas positivos y
como resultado se prolongaria la duracidén del PA, Este cambio en

la gKl, sin embargo, no modificaria el nivel del potencial de re-
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poso durante la diAstole ya que el nivel del potencial de reposo
esti cercano al nivel de potencial de equilibrio para el K* y a
este nivel la cgonductancia para el kKt sigue siendo muy superior
a la del Na 6 Ca.

Esta depenéencia de la gK de los cambios en el Ca liga-
do a la membrana (hipdtesis de BRADY, 1964) no ha sido demostrado
directamente, si bien ha sido sugerida por estudios posteriores
realizados con la técnica de clamp de voltaje al observar los cam-
bios en el potencial de equilibrio (BASSINGTHWAIGHTE and REUTER,
1972) y en la magnitud (SIMURDA y cols., 1976) de 1la ISi sea & no
correcta.

Segin la hipdtesis de K extracelular, una caid; en la
gK seria consecuencia de una disminucidén de la concentracidn de K
extracelular. Esta disminucién apareceria como consecuegcia de la
activacién de la bomba de Na, que seria activada por la entrada‘
de iones Na' durante la fase O de PA (COHEN y col., 1976).

Mas dificil es explicar los mecanismos por los que la
Josamicina produce cambios frecuencia-dependientes en la duracidn
del potencial de accidén ventricular.

El acortamiento de la duracién del PA a frecuencias ra-
pidas podria explicarse por: a) una inhibicidén de la iSi, bien
debido a una reactivacidén incompleta de esta corriente o a un au-
mento de concentracién de Ca intracelular. b) un aumento de la

corriente de salida de K+, iXx que originaria un aumento de la

1’
concentracién extracelular de K' (KLINE y MORAD, 1976). Esta ex-

plicacidén ha sido valida en el masculo ventricular de rana (CAR-
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MELIET y LACQUET, 1958), pero es dificil de admitir en el miocar-
610 ventricular de mamifero, ya que su sensibilidad a cambios de
la concentracién extracelular de K' es baja. ¢) la estimulacién

a altas frecuencias aumenta la concentracién dec K' extracelular.
Ambos aumentos sabemos que estimulan la bomba electrogénica de

Na que generard una corriente hacia afuera repolarizante que acor-
tarfia 1a duracién del potencial de accidn. Es evidente por lo que
hemos indicado que al no haber base cientifica que explique los
mecanismos involucrados en la repolarizacidén del masculo cardiaco,
no, podemos afirmar cuai de las hipdtesis estaria involucrada en

las acciones de l1a Josamicina.
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é¢Son los efectos de la Josamicina especie-dependientes?

A la vista de los resutlados obtenidos pensamos que la
Josamicina no ejerce idénticos efectos ni existe uﬁ mismo mecanis-
mo de accidén de la Josamicina en la rata y en el cobaya. En la
rata parece claro que los efectos cardiodepresores son consecuen-
cia directa de la accién inhibidora de la Josamicina sobre la co-
rriente lerta de entradz de Ca (iCa). Es cierto que, como ya in-
dicamos, exista también una acciédn depresora del faArmaco sobre
la gK, si bien este efecto seria de importancia secundaria a la
hora de explicar los efectos que hemos descrito en esta Tesis.
Por el contrario, los datos obtenidos en el cobaya son concluyen-
tes y demuestran que la Jesamicina no inhibe la iCa, mas bien,
sus acciones parecen estar en relacidn con una accidén inhibidora
de -"a gK. Si.seguimos una ccmparacién similar podriamcs pregun-
tarnos si las acciores de la Josamicina descrités en esta Tesis
Doctoral podrian ser reproducidas en el hombre al que se le admi-
nistra este antibidtico. Evidentemente esta pregunta no puede ser
contestada, 1o cual on invalida en absoluto los resultados obte-

nidos,
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JII. POSEBLE REPERCUSION CLINICA DE ESTOS RESULTADOS.

El significado clinico de estos resultados aun no es
bien conocido. Sin embargo, y dada l1a extensa utilizacidédn de los
macrdlidos, nosotros creemos necesario enfatizar sus posibles
riesgos. Los niveles plasmAticos obtenidos después de la adminis-
tracién oral de los antibidticos estudiados en esta Tesis cscila
entre 0.5-3 mcg/ml.

. A estas concentraciones, ninguno de los antibidticos
ensayados producia un efecto depresor en la auricula aislada de
rata. Ello podria explicar porque los efectos indeseables cardia-
cos de estos fArmacos tras su administracidén por via oral, son
poco frecuentes.

Después de una inyeccidn intravenosa o una infusién
intravenosa, los niveles plasmiticos alcanzan entre G-é mcg/ml
(10-5M a 10”%M GARROD y cols., 1973), y a estas concentraciones
€én nuestros experimentos, tanto con Josamicina como Fritromicina,
producian una clara depresidén de la funcidn auricular.

Debe tenerse gran cuidado antes de extrapolar nuestros
resultados a la clinica. Aunque los presentes resultados demues-
tran los efectos cardiodepresores de algunos antibidéticos, nues-
tros experimentos eran agudos y no reproducifan con precisién la
administracién clinica de estos agentes. La Lincomicina producia
hipotensién y parada cardiopulmonar cuando se administraba rapi-

damente y a grandes dosis por via intravenosa; sin embargo, la
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misma dosis de Lincomicina administrada lentamente por via intra-
venosa & por v{a oral, era bien tolerada (WAISBREN, 1968). Por
tanto un efecto de embolada sobre miocardio no puede ser descar-
tado como responsable de algunos efectos adversos cardiovascula-
res producidos in vivo por Lincomicina. Esto podria explicar al
menos parcialmente, porque la Lincomicina adn a 10—4M era casi
inefectiva en la auricula aislada de rata. Mas ain, la adminis-
tracién de grandes dosis de Eritromicina (COHEN y cols., 1970),
Lincomicina (WAISBREN, 1968) y Josamicina (KURIAKI y cols:, 1969)
pueden producir una reduccidén de la presidn arterial, que por via
refleja podria modificar la funcidn cardiaca. Pero a pesar de to-
das estas dificultades para correlacionar los experimentos in vi-
vo e in vitro, nuestros resultados han demostrado que los antibid-
ticos macrélidos, Josamicina y Eritromicina producen un efecto
cardiodepresor directo en fibras auriculares de rata. Estos efec-
tos deben de ser tenidos en consideracién siempre que se adminis-
tren en pacientes con infecciones staphilocdcicas severas, espe-
cialmente en pacientes con fallos cardiacos o con la funcidn he-

patica alterada. ,
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CONCLUSTONES
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1.- En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos d:

la Josamicina, un antibidtico macrdélido, en fibras auricula-
res de rata y en mﬂsculﬁs papilares de cobayo. En fibras au-
riculares de rata los efectos fueron comparados con los de

otros tres macrélidos (Eritromicina, Espiramicina y Oleando-
micina), y con otros dos antibiéticos afines (Lincomicina y

Clindamicina).

En auriculas derechas aisladas de rata, la Josamicina y Eri-
tromicina (10™/M-10"%M) producian una depresidn dosis-depen-
diente de la frecuencia sinusal. Los restantes antibioticos

sin embargo no modificaban este parametro.

En auriculas derechas aisladas de rata tan solo la Eritromi-

cina reducia de forma significativa la contractilidad auri-

‘cular; Espiramicina, Lincomicina y Clindamicina no la modi-

ficaban, mientras que Oleandomicina y Josamicina a las dosi:t

mas altas ensayadas la aumentaban.

En auriculas izquierdas conducidas a la frecuencia de 3 Hz,

Josamicina, Eritromicina y Lincomicina deprimian significa-

tivamente la contractilidad, Oleandomicina la aumentaba y
Clindamicina y Espiromicina no la modificaban. Estos cambios

de la contractilidad se acompaiiaron de cambios similares en

el valor del df/dtmax, sin embargo, y con excepcidon de la Eiyi-

tromicina qQue los acortaba 1los restantes antibidticos no mo-

g rmase

bt
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dificaban ni el tiempo para la contraccidn total ni el tiem-
po hasta la contraccidén méxima,

En auriculas izqulerdas la Josamicina (10'7

-10"%M) producia
un desplazamiento de la curva fuerza-frecuencia hacia abajo
y hacia la derecha que era de similar magnitud a todas las

frecuencias ensayadas (0.5-5 Hz).

En auriculas derechas esponténeas, Josamicina, Eritromicina,
Clindamicina y Espiramicina prolongaba de forma significati-
va el TRNS, la Oleandomicina lo acortaba mientras que la Lin-

comicina no modificaba su parametro.

Josamicina, Eritromicina y Clindamicina deprimian la frecuen-
cia maxima de estimulacidén auricular y prolongaba por tanto
el PRE auricular. Los restantes antibidéticos, Oleandomicina,

Lincomicina y Espiromicina, no modifiéaban ambos parametros.

El efecto inotrépicc negativo de la Josamicina en auriculas
izquierdas de rata no era modificado por el pretratamiento
con diversos antagonistas (Fentolamina, Practolol, Atropina,
Difenilhidramina, Cimetidina, Metisergida e Indometacina),
1o que sugiere que el farmaco tendria una accién depresora

directa de la contractilidad.

La Josamicina no modificaba las respuestas inotrépicas y cro-
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11M-lo'GM) en au-

riculas derechas de rata.

10.~- La Josamicina (10'5M y 10" %M) producia un desplazamiento de

11.-

12.

la curva dosis-respuesta al calcio (Ca2+: 0.9-7.0 mM) hatia

la derecha y deprimia las contracciones lentas inducidas
por el Isoproterenol en auriculas izquierdas despolarizalas

con 27 mM de K.

En masculos papilares de cobayo estimulados a la frecuentia
de 1 Hz, la Josamicina (10—7M—10'4M) no modificaba la am-
plitud, el Vmax 46 el nivel del potencial de reposo de lost
potenciales de accidn ventriculares. Sin embargo prolong:ba
significativamente la duracién del PA tantc al 50% como &l
90% de repolarizacién. Es;a prolongacidn era frecuencia-ce-

pendiente, siendo mucho mAs marcada a frecuencias lentas que

a frecuencias rapidas.

En misculos papillares de cobayo despolarizados por 27 mM K*
la Josamicina no modificaba ni la amplitud, ni el Vmax de
los PA lentos, Ca-dependientes, inducidos por el Isoprotere-
nol si bien de nuevo se observa que prolongaba de forma miy
significativa la duradidén de los mismos. Esta prolongacid
solo aparecia a frecuencias lentas ya que a frecuencias si-
periores a 1.5 Hz 16 que se observa es un acortamiento de la

duracidén de estos potenciales de acciédn.
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13.- Estos resultados sugieren que los efectos de la Josamicina

serian especie-dependientes. Asl en la rata nuestros resul-
tados demostraron que la Josamicina ejerce un efecto ino-
trépico directo que pareceria estar relacionado con la ca-
pacidad para inhibir el flujo de entrada de Ca. En el coba-
yo, por el contrario, la Josamicina no modifica ni la co-
rrienté lenta de entrada de Na ni 1a corriente lenta de en-
trada de Ca, ya que no modifica ni el Vmax de loc PA rapi-
dos 6 lentos. La prolongacidén de la duracidén del PA observa-
do sugiere que la Josamicina enlenteceria la cenductancia
al K responsable de la repolarizacién en el miscule papilar
de cobayo, si bien nuestros experiemntos no permiten des-
cartar otras posibles explicaciones para este fendmeno tal

como se discute en esta Tesis Doctoral.
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