Influencia del pH sobre la actividad antimicrobiana de la combinacion
diclofenac + enrofloxacina frente a Staphylococcus aureus

Claudio Larrateguy
Catedra de Farmacologia. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional del Litoral
Ciencias de la salud — Veterinaria

INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, varios medicamentos antibacterianos han sido desarrollados,
y las compafias farmacéuticas han suministrado, generacion tras generacion,
antibiéticos mejorados. No obstante, el uso masivo y con frecuencia irracional,
durante periodos prolongados ha dado lugar al problema de resistencia microbiana.
Este fendmeno sigue su marcha inexorable, por lo que se postula que el
descubrimiento de antibiéticos mas potentes no es la Unica solucion a esta amenaza
(Mazumdar y col., 2009). Una alternativa a este problema puede ser el empleo de
compuestos “no antibidticos” existentes en el mercado, y que poseen propiedades
antibacterianas. La aplicacion conjunta con farmacos antimicrobianos podria resultar
en un mejor efecto en comparacion a la aplicacién de un antibiético como agente
anico, posiblemente debido a que los mecanismos de accion son diferentes
(Kristiansen y col., 2007). La busqueda sistematica entre los farmacos “no antibioticos”
reveld que un agente antiinflamatorio como diclofenac (DCF) posee actividad
antibacteriana moderada a fuerte frente a bacterias grampositivas y gramnegativas,
tanto in vitro como in vivo (Annadurai y col., 1998; Dutta y col., 2008). Si bien la
mayoria de los “no antibiéticos” descriptos hasta el momento presentan valores de
concentracion inhibitoria minima (CIM) superiores a las se alcanzan en la aplicacion
clinica, hay que tener en cuenta que muchos de ellos se concentran hasta 100 veces
dentro de los macréfagos, quienes en Ultima instancia tienen la capacidad de fagocitar
bacterias. Es por ello que la aplicacién de un farmaco “no antibiético” siguiendo un
régimen de dosificacion clinicamente aceptable puede resultar en un efecto
antimicrobiano in situ similar al observado in vitro.

La modificacién del pH del medio de cultivo puede alterar la actividad antimicrobiana in
vitro de muchos farmacos, afectando ademas las posibles interacciones entre ellos.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del pH del medio de crecimiento sobre
la actividad antimicrobiana in vitro de diclofenac + enrofloxacina (EFX) frente a una
cepa de referencia de S. aureus.

METODOLOGIA

El ensayo se dividié en dos etapas:

En la Etapa 1 se evalud el efecto ejercido por la incorporaciéon de DCF sobre la
actividad de EFX mediante la técnica de macrodilucion en tubo con caldo Mueller-
Hinton a pH normal (7,2). Para ello, los tubos se dispusieron conformando un tablero
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con diluciones de DCF y EFX en concentraciones inferiores y superiores a la CIM. En el
eje X se colocaron las diluciones de DCF en concentraciones iguales a 0; 0,0625; 0,125;
0,25; 0,50 y 1 x CIM; en tanto que en el eje Y se colocaron diluciones de EFX en las
siguientes concentraciones: 0; 0,064; 0,12; 0,25; 0,50, 1 y 2 x CIM. De esta manera
guedaron representadas todas las posibles combinaciones de las diluciones, ademas de
un control. Cada tubo del tablero presenté un volumen final de 1 mL, de los cuales 0,25
mL se incorporaron con la concentracion de DCF y 0,25 mL con la de EFX para esa
casilla, correspondiendo los restantes 0,5 mL al inéculo bacteriano (10° UFC/mL, cepa
de referencia S. aureus ATCC 29213). A continuacién se incub6é a 35° C durante 24
horas, al cabo de las cuales se procedid a la lectura de los resultados. Con estos datos
se determiné el indice de Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (FICI), el cual se calculo
de la siguiente manera:

FICI = FICEFX + FICDCF

donde: FICgrx = CIMgrxspcr / ClIMgrx
FICoce = CIMpcr+erx / ClIMpce

Si el FICI es menor o igual a 0,5 hay sinergismo, en tanto que si el FICI es superior a 4
hay antagonismo (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2006).

En la Etapa 2, se repiti6 el mismo procedimiento, pero utilizando caldo Mueller-Hinton
con pH ajustado a 5,5 con &cido ortofosférico.

RESULTADOS
Etapa 1:

La CIM determinada en este ensayo para DCF fue de 128 pg/mL, mientras que para EFX
fue de 0,125 pg/mL. Al aplicar en forma conjunta DCF + EFX se determiné que la CIM de
DCF descendi6 a 64 pg/mL y la de EFX descendio a 0,062 pg/mL (Tabla 1). No obstante,
basandose en el calculo del FICI no se evidencio un efecto sinérgico, ya que el mismo
arrojo un resultado de 0,99.

Tabla 1: Representacion grafica de la interaccion entre Diclofenac y Enrofloxacina frente a S. aureus a
pH 7,2, empleando la técnica del tablero. (B Con crecimiento bacteriano; BSin crecimiento
bacteriano).

Diclofenac (ug/ml)

256 | 128 | 64 32 16 0

0,25
0,125
0,062
0,031
0,015
0,008

Enrofloxaxina
(ug/ml)

Etapa 2:

Cuando se modifico el pH del medio, la CIM para DCF fue de 16 pg/mL, mientras que la
CIM de EFX no pudo ser determinada en el rango de diluciones utilizado (Tabla 2). Por
ello el calculo del FICI no se pudo realizar para este ensayo.



Tabla 2: Representacion gréafica de la interaccion entre Diclofenac y Enrofloxacina frente a S. aureus a
pH 5,5, empleando la técnica del tablero. @ Con crecimiento bacteriano; Bin crecimiento
bacteriano).

Diclofenac (pug/ml)

256 | 128 | 64 32 16 0

0,25
0,125
0,062
0,031
0,015
0,008

(ug/ml)

Enrofloxaxina

CONCLUSIONES

La incorporacion de diclofenac a pH normal redujo la CIM de enrofloxacina frente a
esta cepa de referencia de S. aureus, aunque sin lograr un efecto sinérgico. En
ensayos anteriores se demostré actividad sinérgica entre diclofenac y ciprofloxacina
(Canalis y Larrateguy, 2014), mientras que Riordan y col. (2011) determinaron que la
CIM de ofloxacina y norfloxacina se reduce en presencia de diclofenac. Estos autores
determinaron que el crecimiento de S. aureus en presencia de diclofenac regula
negativamente un numero sustancial de genes importantes para la estabilidad del ADN
y su reparacion. Considerando que las fluoroquinolonas son farmacos bactericidas que
interfieren con la actividad de la enzima ADN girasa o de la topoisomerasa IV dando
lugar a roturas en el ADN, una explicacion para el aumento de la sensibilidad de S.
aureus a las fluoroquinolonas cuando crece en un medio con diclofenac, puede incluir
una disminucion de la capacidad para la reparacion del ADN dafiado, conduciendo a la
muerte celular.

En la Etapa 2 se demostré que la modificacion del pH del medio tiene influencia sobre
la actividad antimicrobiana de diclofenac y enrofloxacina, reduciendo significativamente
la CIM del antiinflamatorio pero aumentando la del antimicrobiano. El grado de ionizacién
de las moléculas podria ser el responsable de la modificacién en la CIM determinada. La
fraccion no ionizada de un farmaco es la que posee capacidad para difundir a través de
matrices lipidicas, por lo que la modificacion de esta fraccion por el pH puede alterar la
penetracion del farmaco a nivel intracelular. Diclofenac es un acido débil con un pKa de 4,15,
por tanto la utilizacién de un medio acido posiblemente favorecié su ingreso al microorganismo
aumentando su potencia. Por otra parte, debido a la presencia de un grupo carboxilico acido y
uno o varios grupos funcionales aminicos basicos, las fluoroquinolonas son farmacos anfoéteros
y se comportan como zwitteriones. Cuando el pH del medio se encuentra entre el pKa de
ambos grupos funcionales (6 y 8,7 respectivamente para enrofloxacina), estos compuestos son
suficientemente solubles en lipidos para ser capaces de atravesar membranas biolégicas. Por
tanto, el pH=5,5 en el medio de cultivo utilizado pudo favorecer la ionizacién de EFX y reducir
su capacidad de ingreso a la bacteria.

La utilidad potencial de la combinacion de diclofenac con enrofloxacina u otros antimicrobianos
debe seguir siendo estudiada. Variables como la modificacién de la cepa de estudio, otros
valores pH del medio de cultivo y el estudio de la participacion del sistema inmunolégico in vivo
se proponen como ensayos a futuro.
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