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INTRODUCCION

Desde sus origenes, la biologia se ha caracterizado por ser una disciplina
contemplativa y descriptiva. La experiencia nos muestra que si bien no podemos
comprender de manera completa los sistemas bioldgicos, al menos podemos predecir,
dentro de ciertas limitaciones la respuesta de los mismos. La meta de la ciencia actual
es crear modelos tedricos que puedan describir y predecir el comportamiento de tales
sistemas. A veces no es posible reiterar un experimento tantas veces como se desea o
por cuestiones éticas éste no puede realizarse en el ambito donde ocurren, como por
ejemplo en seres vivientes. Esto lleva a reemplazar el sistema real por otro simulado
(modelo) que puede ser manipulado por el investigador. Este modelo es una
representacion simplificada de una realidad compleja y esta constituido por un objeto
de estudio, un estimulo o causa (input) y una respuesta (output). Cuando estos
modelos se explican en términos matematicos, entonces hablamos de modelos
formales. La utilizacion de modelos formales permite: (i) Entender cémo funciona el
sistema biolégico que se esta estudiando, (II) Describir la respuesta del sistema en
términos de causa-efecto y (iii) Predecir la respuesta del sistema ante variaciones en
la magnitud de las causas. La Marbofloxacina (MFX) es un antibiético del grupo de las
fluoroquinolonas con gran actividad sobre Escherichia coli. Ante la dificultad de evaluar
su actividad antibacteriana in vivo, es que se utilizan modelos in vitro. Sin embargo, los
resultados obtenidos con los modelos in vitro, solo aportan informacion descriptiva y
estatica, por lo que los resultados obtenidos con los modelos in vitro analizados con
modelos matematicos adecuados permitad destapar la caja negra entre causa
(concentracién de antibiotico) y efecto (eliminacion bacteriana).

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el de evaluar la actividad antibacteriana de MFX sobre
una cepa de Escherichia coli mediante modelos in vitro y posteriormente analizar los
datos experimentales obtenidos con modelos matematicos especificos como el modelo
de Gompertz y el modelo sigmoideo de respuesta maxima o de Hill, a fin de poder
comprender la mecanica de la relacion concentracion de antibiético-efecto bactericida
y obtener mayor informacién acerca de la misma.

Proyecto: Integracion farmacocinética/farmacodinamica ex vivo de marbofloxacina sobre
Escherichia coli tras su administracién por via subcutdnea en cabras de 1, 3 y 6 semanas de
edad
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METODOLOGIA

Se utilizd6 un estdndar de MFX de pureza conocida, y una cepa autéctona de
Escherichia coli (09-684). Se determin6 la concentracion inhibitoria minima (CIM) por
el método de macrodilucion en tubo dentro del intervalo de concentraciones
comprendidas entre 0,004 y 1 ug/mL. A partir del valor estimado de CIM se realizé con
un ensayo in vitro de cinética de muerte bacteriana a concentraciones fijas de MFX
equivalentes a 0 (crecimiento testigo), 0,25 0,5, 1, 2, 4, 8 y 16 x CIM, segun
metodologia reportada por Garcia Rodriguez y col., (2001). De los in6culos expuestos
a cada concentracion de MFX se extrajeron alicuotas a los 0, 1, 2, 3,5, 5, 10 y 24 h
que se extendieron sobre placas de agar, las que se incubaron a 35°C durante 24 h,
para luego proceder al conteo de colonias. El conteo de bacterias viables se expreso
como unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL). La eficacia de MFX fue evaluada
con tres puntos de corte: (i) Actividad bacteriostatica sin modificacion del log del
conteo bacteriano inicial (log Ny) equivalente a la CIM, (i) Actividad bactericida
(reduccién = a 3 log de N, (equivalente a remision clinica) y (iii) Erradicacion
bacteriana (reduccién = a 4 log de Ny (equivalente a la cura bacteriol6gica). Los
valores log transformados de UFC/mL obtenidos para la curva de crecimiento testigo y
para cada concentracion de MFX en cada tiempo de muestreo fueron ajustados
mediante regresion no lineal ponderada de minimos cuadrados con el modelo de
Gompertz que se describe en la ecuacion 1.
Ecuacién 1.
log UFC/mL = Ny+ (A—B) o
Donde No es el log del conteo bacteriano inicial
(UFC/mL); Nss es el maximo conteo bacteriano

A= N e{—e [(kc . e) O-t)+ 1]} estimado; A es el tiempo de latencia; e es la
ss s base de los logaritmos naturales; t es el tiempo;
k: es la constante de crecimiento bacteriano y ko
k, e es la constante de muerte bacteriana.
B = - efe|(22)- im0+ 1)

SS

Los valores estimados de k, y Ns;s con el modelo de Gompertz y los valores
observados de eficacia de MFX (reduccién del log Ng) en funcion de las
concentraciones testeadas de MFX fueron ajustadas con el modelo sigmoideo de
respuesta maxima o de Hill, que se presenta en la ecuacion 2.

Ecuacion 2.

Donde Ry es la respuesta basal (ks, Nss, Eficacia); Rmax €S la maxima

max cN respuesta esperada (kb (max, Nes max), Eficacia max); C es la

R = Ry + N concentracion de MFX; Csp es la concentracion de MFX capaz de
CSO +C producir el 50% de Rmax y N es el coeficiente de sigmoidicidad o de Hill.

Las concentraciones teéricas de MFX para obtener una actividad bacteriostatica,
bactericida y de erradicacion bacteriana se estimaron con la ecuacion 3.
Ecuacion 3.

1 Donde R la respuesta deseada (actividad bacteriostatica,

[ (R —Ry) - CY, ]N bactericida o de erradicacién bacteriana), para la cual se desea

C = estimar la concentracion de MFX capaz de obtenerla. Los demas
Ryax —Ro—R simbolos fueron explicados en la ecuacién 2.

Los modelos fueron construidos con el programa informatico ADAPT Il (BMSR,
University of Southern California USA.



RESULTADOS

A partir de los resultados obtenidos con los ensayos in vitro de microdilucién en tubo y
cinética de muerte bacteriana, los valores observados de CIM y concentracién
bactericida minima (CBM) de MFX sobre E. coli 09-684 coincidieron en 0,0312 pg/mL,
mientras que la concentraciéon estimada de erradicacion bacteriana (CeEB) fue de
0,125 pg/mL. El ajuste de las curvas de crecimiento y muerte de E. coli 09-684
enfrentadas a concentraciones fijas de MFX durante 24 h se presentan en la figura 1.
Figura 1.
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Figura 1. El ajuste de las curvas de crecimiento y muerte de E. coli 09-684 enfrentadas a las
concentraciones fijas de MFX de A) control, B) 0,25 x CIM, C) 0,5 x CIM, D) 1 x CIM, E) 2 x CIM, F) 4 x
CIM, G) 8 x CIM y H) 16 x CIM. Los circulos representan los valores de log UFC/mL y las lineas llenas son
los valores estimados.

El ajuste de los valores estimados de k, y Ngs en funcién de las concentraciones de
MFX, con el modelo sigmoideo o de Hill se presenta en la figura 2, y los parametros
estimados se presentan en la tabla 1.

Figura 2.
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Figura 2. El ajuste de los valores de A) ky (h™)
y C) Ns (log UFC/mL). Los circulos
representan los valores de log UFC/mL y las
lineas llenas son los valores estimados.

ky (h)
© B B N N W
N, (log UFC/mL)

o N » @ ®

o
°

0,0 02 04 0,6 0,8 1,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Marbofloxacina (pg/mL) Marbofloxacina (pg/mL)

Tabla 1.
Parametros estimados con el modelo de Hill
koo (h™) 0,001 Ngs o (log UFC/mL) 0,001
Kp (mag (0 ™) 2,149 Nis (max) (log UFC/mL) 8,296
Cso (ug/mL) 0,022 Cso (Hg/mL) 0,017
N 1,14 N 2,42

Tabla 1. Parametros estimados con el modelo de Hill, donde ky o ¥ Nss 0 Son la constante de muerte
bacteriana y el log de la maxima concentracién bacteriana a tiempo cero respectivamente; Kp (max) Y
Nss (max) son los maximos valores esperados de la constante de muerte bacteriana y del log del
conteo bacteriano esperado; Cso es la concentracién de MFX que produce el 50% de los efectos
maximos v N es el coeficiente de Hill.

El ajuste de los valores observados de reduccion log del conteo bacteriano inicial en
funcién de las concentraciones de MFX se presenta en la figura 3, y los parametros
estimados junto con los valores de cocnetraciones de MFX para obtener la actividad
bacteriostatica (CIM), bactericida (CBM) y la erradicacion bacteriana (CeBM) se
presentan en la Tabla 2.



Figura 3.

Figura 3. Ajuste de los valores observados de reduccion log
del conteo bacteriano inicial en funcion de las
concentraciones de MFX. Los circulos representan la
reduccién del log del conteo bacteriano inicial para cada
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[P S N, b valores estimados por el modelo. Las lineas de puntos
4 ~ c representan a) actividad bacteriostética equivalente a la CIM,
. b) actividad bactericida equivalente a la remisién clinica y la
0 002 004 006 008 01 012 0,14 CBM vy c¢) erradicaciéon bacteriana, equivalente a la cura
Marbofloxacina (ug/mL) bacteriol6gica y la CeBM.
Tabla 2.
Parametros estimados con el modelo de Hill

Ny (log UFC/mL) 3,849 CIM (pg/mL) 0,01649

Emax (~log UFC/mL) -8,937 CBM (pg/mL) 0,02883

Cso (ug/mL) 0,0183 CeBM (ug/mL) 0,03892

N 2,627

Tabla 2. Pardmetros estimados con el modelo de Hill. No y Emax son el log del conteo bacteriano
inicial y la reduccién del log de este respectivamente; Cso es la concentracion de MFX que produce el
50% del efecto maximo; N es el coeficiente de Hill; CIM, CBM y CeBM son las concentraciones
inhibitorias minimas, bactericida minima y de erradicacién bacteriana minimas estimadas con
elmodelo de Hill.

CONCLUSIONES

La utilizacion de modelos matematicos, permiti6 estimar de manera mas
precisa los parametros de eficacia antibacteriana de MFX sobre la cepa
autéctona de E. coli 09-684. Las constantes de velocidad de muerte bacteriana
se incrementaron de forma proporcional al incremento de las concentraciones
de MFX, lo que corrobora una actividad concentracién dependiente de este
antibiético. Sin embargo, la relacion concentracion-eficacia de MFX mostr6é una
actividad de todo o nada, donde a partir de un pequefio incremento en las
concentraciones de MFX se pas6 de una actividad casi nula a la maxima
eficacia. Esto puede ser explicado porque aunque la velocidad de muerte inicial
se incremente en forma directa a las concentraciones de MFX, la seleccion de
una subpoblacién de bacterias persistentes y su lenta eliminacién determind un
perfil de eliminacidén bacteriano bifasico, dando lugar a una eficacia similar para
todas las concentraciones de MFX iguales o superiores a 1 x CIM. En este
sentido, el modelo de Gompertz, permitié describir adecuadamente la cinética
de eliminacion bifasica de E. coli 09-684. En este estudio mostramos que el
analisis de los sistemas biolégicos mediante la utilizacién de modelos formales,
permite obtener mayor informacién que la simple recoleccién de datos a partir
de la observacion de los resultados de un ensayo in vitro.
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