Rev Esp Quimioterap, Diciembre 2002; Vol.15 (N° 4): 313-324
a4 2002 Prous Science, S.A.- Sociedad Espafiola de Quimioterapia

Revision

Quinolonas y Streptococcus pneumoniae.
Mecanismo de accidn y resistencia

R. Taléns-Visconti'?, T.M. Garrigues® y E. Canton'

'Unidad de Microbiologia Experimental, Centro de Investigacién, Hospital Universitario La Fe, Valencia,
’Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia, Burjassot (Valencia)

RESUMEN  Streptococcus pneumoniae se considera el principal agente causal de la neumonia adquirida en la comunidad, ademas de
estar implicado con frecuencia en exacerbaciones de bronquitis crénica, otitis media aguda, sinusitis, meningitis y otras infecciones. Durante
los Ultimos afios, en busqueda de nuevas sustancias debido a la aparicién de resistencias en este microorganismo, se han estudiado, entre otros
agentes antibacterianos, las fluoroquinolonas. Asimismo, la biologia molecular ha ayudado a estudiar y comprender casi todos los mecanis-
mos bioquimicos de resistencia y las rutas para la diseminacién de la informacién genética entre las bacterias. En esta revision se repasa el
mecanismo de accion de las quinolonas y los mecanismos causantes de la resistencia de S. pneumoniae a ellas, por su importancia clinica y
epidemiolégica. S. pneumoniae es un caso peculiar, puesto que en este microorganismo la actividad bactericida puede producirse a través
de la girasa, la topoisomerasa IV o ambas, dependiendo de la estructura de la quinolona, lo cual implica una influencia de la estructura en
el logro del éxito antimicrobiano. Es importante, pues, conocer el prototipo de resistencia para hacer una recomendacion de la antibiotico-
terapia adecuada, cuando esté indicada.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae - Quinolona - Mecanismo de accién - Girasa - Topoisomerasa IV - Resistencias bacterianas -
Regién QRDR - Penetracion intracelular

Quinolones and Streptococcus pneumoniae.
Mechanisms of action and resistance

SUMMARY Streptococcus pneumoniae is considered the most frequent bacterial cause of community-acquired pneumonia, and is
involved in a significant number of cases of acute exacerbations of chronic bronchitis, acute otitis, sinusitis, meningitis and other infectious
diseases. Fluoroquinolones have been extensively investigated in recent years in the search for new agents that has been prompted by the
emergence of resistance in this microorganism. Furthermore, the study of resistance from a molecular biology standpoint has helped in elu-
cidating almost all the biochemical mechanisms of resistance and the routes of dissemination of genetic information between bacteria. This
short review is focused on the mechanism of action of quinolones and on the mechanisms responsible for resistance of S. pneumoniae to
them, given their clinical and epidemiological relevance. S. pneumoniae s a case apart because bactericidal activity against this microorga-
nism can be produced through gyrase, topoisomerase 1V or both, depending on the quinolone structure, which shows that structure has
an influence on the success of treatment. Knowledge of the resistance prototype is therefore important so that the appropriate antibiotic
therapy can be recommended when indicated.

Key words: Streptococcus pneumoniae - Quinolone - Mechanism of action - Gyrase - Topoisomerase IV - Bacterial resistance - QRDR - Intra-
cellular penetration
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INTRODUCCION

La neumonia nosocomial se define como aquella neu-
monia que desarrolla un paciente que lleva mas de 48 horas
ingresado en un hospital. Se trata de la segunda infeccién
nosocomial por orden de frecuencia y es una de las que tie-
nen peor pronéstico. Asimismo causa graves consecuen-
cias a los pacientes, no s6lo en morbilidad y mortalidad
sino también en términos econémicos, ya que este tipo de
infeccidn suele alargar la estancia hospitalaria en una me-
dia de ocho dias (1). La neumonia nosocomial ocurre con
una frecuencia del 0,5% al 1,5% de todos los pacientes hos-
pitalizados, y del 10% al 30% de aquéllos sometidos a ven-
tilacion artificial (2). Por otro lado, la neumonia adquirida
en la comunidad es una enfermedad comin y grave, cuyo
principal agente causal es Streptococcus pneumoniae, que
origina mas del 50% de los casos, con una mortalidad del
7% al 36% (3); sin embargo, mas de cien microorganismos
pueden ser la causa de dicha enfermedad (4). Aunque exis-
te cierto solapamiento, los microorganismos productores
de neumonia nosocomial difieren enormemente de los que
causan la neumonia adquirida en la comunidad, estando
involucrados con frecuencia en la primera bacilos gramne-
gativos y algunos cocos grampositivos (2, 5).

Durante muchos afios el tratamiento de eleccidon de las
infecciones por S. pneumoniae fue la penicilina, pero a par-
tir de los afios 1960 se apreci6 un aumento cada vez mayor
de las infecciones neumocdcicas por cepas resistentes a
ella. Ciertamente, durante la Gltima década, S. pneumoniae
ha cambiado considerablemente en el contexto de las resis-
tencias antimicrobianas. Las resistencias a diferentes clases
de antibiédticos, incluyendo betalactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas y asociaciones con inhibidores de betalacta-
masas), macroélidos, clindamicina, tetraciclinas, cloranfeni-
col y cotrimoxazol, han surgido en elevada proporcion en
este importante patégeno de las vias respiratorias (6). Ade-
mas, la resistencia a mas de una clase de antibi6ticos es co-
mun. Por otra parte, si bien estas resistencias son especial -
mente elevadas en determinadas areas geograficas, se difun-
den rdpidamente por todo el mundo. De esta forma, la elec-
cion del antimicrobiano para el tratamiento de las infeccio-
nes neumocdcicas se ha convertido en un proceso compli-
cado y ha propulsado la realizacion de estudios con los
compuestos que tienen una mayor actividad in vitro frente
a las cepas neumococicas, incluidas las fluoroquinolonas.
De hecho, las resistencias del neumococo a las fluoroqui-
nolonas ocurren de forma poco frecuente, incluso entre las
cepas que muestran elevada resistencia a la penicilina, pero
ya se han comunicado algunos fracasos en el tratamiento
con quinolonas en diferentes partes del mundo (7, 8). Sin
embargo, durante los ultimos afios se han desarrollado nue-
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vas fluoroquinolonas con elevada actividad frente a patoge-
nos grampositivos, incluyendo S. pneumoniae.

En este sentido, las quinolonas de primera y segunda
generacion han sido muy utilizadas en clinica por sus bue-
nas cualidades, las primeras hasta finales de los afios 1970
y las de segunda generacién durante las décadas de 1980 y
1990, llegandose a afirmar que estas ultimas han sido pro-
bablemente los antimicrobianos mas importantes en la qui-
mioterapia antibacteriana durante dicho periodo (9, 10).
Sin embargo, tienen una limitacion importante: son poco
activas frente a cocos grampositivos aerobios y apenas son
eficaces sobre bacterias anaerobias. En consecuencia, no se
han podido utilizar para el tratamiento de las infecciones
por S. pneumoniae ni en infecciones por microorganismos
anaerobios.

Con el fin de obviar este problema, en los Gltimos afios
la investigacion ha llevado a cabo nuevas modificaciones
en la molécula de la quinolona. Asi, se han obtenido com-
puestos bifluorados o trifluorados, con mayor semivida plas-
maética y superior potencia antibacteriana in vitro sobre
COCO0S grampositivos y bacterias anaerobias. Las primeras
son las quinolonas de tercera generacion, y las que ademas
presentan actividad anaerobicida son las de cuarta genera-
cion. Ambos tipos son muy bien tolerados y parecen desti-
nados a ocupar un lugar importante en la terapéutica antiin-
fecciosa, fundamentalmente en los procesos graves o pro-
ducidos por bacterias con resistencia a otros antimicrobia-
nos (11). La tercera generacion de quinolonas incluye com-
puestos con mayor complejidad estructural que los prede-
cesores. Son mas potentes frente a patégenos grampositi-
vos (incluyendo S. pneumoniae) (12) y tienen un espectro
mas amplio, que incluye anaerobios (13) y microorganis-
mos intracelulares (14). Asimismo, presentan algunas ven-
tajas farmacocinéticas respecto a las quinolonas de la segun-
da generacién, como una semivida de eliminacion mas pro-
longada y mayor penetracion histica (15, 16). Se incluyen
en este grupo algunos derivados con varios &tomos de flGor,
como esparfloxacino, temafloxacino y tosufloxacino, y con
un solo atomo como grepafloxacino y levofloxacino. El
grupo de las quinolonas de cuarta generacion incluye com-
puestos con una potencia similar a los de tercera genera-
cion frente a microorganismos grampositivos, gramnegati-
vos e intracelulares, pero son méas potentes y actGian frente
a un mayor nimero de patdgenos anaerobios (13, 17-19).
Desde el punto de vista farmacocinético presentan las mis-
mas ventajas que sus predecesoras (20). Pertenecen a este
grupo clinafloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino, trova-
floxacino, sitafloxacino y gemifloxacino.

Esta revision se centra en el estudio del mecanismo
de accién de las quinolonas y la resistencia de S. pneumo-
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niae, por su importancia clinica y epidemiolégica y por la
influencia de la estructura en el logro del éxito terapéutico,
sin entrar en consideraciones de toxicidad y efectos secun-
darios. Estudiar y diferenciar los mecanismos bioquimicos
de resistencia nos ayuda a esclarecer la biologia de la bac-
teria, asi como los puntos de accion de las quinolonas. Pre-
vio a ello se describe de forma resumida el mecanismo de
accion general de las quinolonas para a continuacién abordar
el mecanismo de accién especifico frente a S. pneumoniae.

MECANISMO DE ACCION
DE LAS QUINOLONAS

Las quinolonas ejercen su accion tras penetrar en el ci-
toplasma bacteriano mediante un mecanismo de difusion
pasiva a través de los canales acuosos transmembrana de
las porinas, o de la capa de los lipopolisacéridos (21). Una
vez en el interior de la célula actlan por mecanismos com-
plejos y no del todo conocidos, aunque se sabe que consis -
ten en fijarse sobre su diana, es decir, sobre alguna estruc-
tura, o interferir sobre algiin mecanismo bioquimico que le
sea necesario para multiplicarse o para sobrevivir. De mo-
do general se puede afirmar que la accion de las quinolonas
consiste en inhibir la DNA girasa y la topoisomerasa 1V,
dos enzimas que pertenecen al grupo de las topoisomerasas
y que son sus principales dianas.

Las topoisomerasas son enzimas necesarias para la via-
bilidad de todos los organismos, desde las bacterias hasta el
hombre, puesto que controlan y modifican el estado topol6-
gico del DNA mediante roturas transitorias y su posterior
unién (22). Para muchas topoisomerasas, un residuo espe-
cifico de tirosina forma una union covalente reversible con
el extremo 5°, 0 menos frecuentemente con el extremo 3’,
del DNA. Se dividen en dos clases dependiendo de si ac-
tdan en una hélice del DNA (tipo 1) o en ambas (tipo II)
(23). En cualquier caso, se cree que utilizan un mecanismo
de puente enzimatico, en el cual se forma un corte transito-
rio en una cadena de DNA, de modo que se abre un hueco
entre las partes rotas que permite el paso de una segunda
cadena de DNA o un segmento de doble cadena. Las topoi-
somerasas | y 11l son enzimas de tipo I, mientras que la gi-
rasa y la topoisomerasa IV son enzimas de tipo Il. En con-
creto, las topoisomerasas I, Il y 1V estan implicadas en la
eficacia de la replicacion y transcripcion del DNA (24),
pero mientras las topoisomerasas de tipo Il son esenciales
para el crecimiento bacteriano, las topoisomerasas de tipo |
no lo son, puesto que su pérdida puede compensarse por
alteracion en los genes de las topoisomerasas del tipo Il
(24, 25). Conviene matizar que en las células de los mami-
feros las topoisomerasas | y llla, que pertenecen a la fami-
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lia tipo I, si resultan esenciales para el crecimiento y la di-
vision celular in vivo (26, 27).

En resumen, la accién de las quinolonas consiste en
inhibir las enzimas DNA girasa y topoisomerasa IV, for-
mando un complejo ternario entre quinolona, enzima y
DNA (28, 29), que tratado con detergente y proteinasa K
genera roturas en la doble hélice de DNA (30). De igual
modo, se cree que el proceso celular que actia en el com-
plejo ternario formado in vivo produce una inhibicion de la
sintesis de DNA rapida y reversible, cese del crecimiento e
induccion de la respuesta SOS, que consiste en un comple-
jo mecanismo de reaccion que actla en respuesta a las
acciones que pueden dafiar al DNA (31). A dosis mas ele-
vadas de antibiotico se cree que tiene lugar la muerte celu-
lar por rotura irreparable de la doble hélice de DNA (23,
28, 30, 32, 33). La naturaleza reversible del complejo ter-
nario formado y la posterior muerte celular son importan-
tes para comprender y explicar los efectos fisioldgicos de
las quinolonas como agentes bactericidas (28), aunque con-
viene recordar que esta explicacién esta basada en hipote-
sis. Ademads, puesto que ambas enzimas tienen funciones
distintas en la célula bacteriana, la respuesta a las quinolo-
nas por parte del microorganismo difiere segun cual sea la
primera diana (30). Esto tiene mucha trascendencia, puesto
que estudios en Escherichia coli han sugerido que la girasa
actla antes de la replicacién de la horquilla, mientras que
la topoisomerasa 1V actla predominantemente después, de
forma que existe un intervalo de tiempo que permite repa-
rar el dafio producido por la quinolona en el DNA (34). Ello
supone que la formacion del complejo ternario a través de
la girasa implicaria una muerte rapida de la bacteria, mien-
tras que a través de la topoisomerasa IV seria un proceso
lento (35).

Molecularmente la DNA girasa es un complejo tetramé-
rico, A,B,, formado por dos monomeros A (GyrA) y dos
monomeros B (GyrB) codificados por los genes gyrA y
gyrB (36). Las proteinas GyrA 'y GyrB son las dianas de las
4-quinolonas y de las cumarinas, respectivamente.

Para que la DNA girasa pueda ejercer su accion requie-
re la presencia de ambas subunidades y de ATP. En con-
creto, los mondémeros A llevan a cabo los cortes en deter-
minados puntos de la molécula de DNA y su posterior cie-
rre, y los monémeros B inducen los superenrollamientos en
torno al nucleo de RNA (32), se unen al ATP y participan
en la transduccién de la energia (37, 38). Parece que las
quinolonas inhiben la accion de la DNA girasa en la sub-
unidad A, aunque el ciprofloxacino podria afectar también
a la subunidad B. Las quinolonas, al actuar sobre la subuni-
dad A, impiden el cierre de los cortes producidos en el
DNA, por lo que se inhibe su replicacion. Dado que la inhi-
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bicion de la girasa impide la replicacion, el efecto de las
quinolonas deberia ser bacteriostatico, pero en realidad son
bactericidas (39-41). Por tanto, se corrobora la hipétesis de
gue el mecanismo de accion de las quinolonas es complejo
y comporta otros efectos sobre la bacteria.

La topoisomerasa 1V (33), otra enzima de tipo I, es
también un tetramero, C,E,, formado por dos subunidades
C y dos E, codificadas por los genes parC y parE respecti-
vamente. Para ejercer su accién, al igual que la DNA gira-
sa, también precisa la presencia de las dos subunidades y de
ATP.

Resulta interesante que los aminoacidos codificados
por los genes parC y parE son homdlogos a los codifica-
dos por gyrA 'y gyrB, respectivamente (33). Secuencias si-
milares se sitdan especialmente alrededor de la regién de la
DNA girasa conocida como regién determinante en la apa-
ricion de resistencias bacterianas a las quinolonas (QRDR,
del inglés quinolone resistance-determining regions) (42).
Esta similitud en la secuencia de aminodcidos entre la
DNA girasa y la topoisomerasa 1V, especialmente en las
posiciones productoras de resistencia a las quinolonas de la
proteina GyrA de la girasa, implica que estos compuestos
pueden inhibir la actividad de la topoisomerasa IV tanto
como la de la DNA girasa (43).

En general, se acepta que las quinolonas ejercen su ac-
tividad a través de la girasa en las bacterias gramnegativas
(30, 44, 45), mientras que en las grampositivas su primera
diana es la topoisomerasa 1V (30, 45-49); sin embargo, en
S. pneumoniae la actividad bactericida puede producirse a
través de la girasa, la topoisomerasa IV o ambas, depen-
diendo de la estructura de la quinolona (50, 51). Este hecho
apunta a que la relacién entre estructura y actividad puede
ser diferente para cada especie bacteriana, segun la activi-
dad se produzca sobre una u otra enzima o en ambas. En la
Fig. 1 se muestra un esquema de las principales dianas de
las quinolonas.

MECANISMOS DE RESISTENCIA
A LAS QUINOLONAS
E IMPLICACIONES EN S. PNEUMONIAE

Aungue en una revision reciente (52) ya se han detalla-
do los mecanismos de resistencia bacteriana a las quinolo-
nas, conviene recordar brevemente que para ejercer su
efecto citotoxico las quinolonas deben penetrar a través de
la membrana bacteriana para alcanzar su diana celular, la
DNA girasa o la topoisomerasa 1V, y de esta forma produ-
cir la muerte celular. Por ello, en principio, las resistencias
a las quinolonas pueden deberse a mutaciones que afecten
cualquier paso de este proceso. Asi, aunque se han descri-
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Figura 1. Resumen de las principales dianas de las quinolonas.

to varios mecanismos de resistencia a las quinolonas, éstos
pueden agruparse en tres categorias: resistencias de tipo
cromosomico, resistencias por alteraciones en la membra-
na externa bacteriana y resistencias basadas en la expulsion
del farmaco. No se han descrito enzimas bacterianas capa-
ces de degradar o inactivar a las quinolonas (53).

Resistencias de tipo cromosémico

De forma resumida, las resistencias de tipo cromosémi-
co dan lugar a mutaciones de los cromosomas en segmen-
tos definidos de los genes que se traducen en alteraciones
en la girasa y la topoisomerasa IV, dando lugar a las QRDR
(42, 53).

Los primeros estudios, centrados en E. coli, demostra-
ron que la resistencia a las quinolonas se produce normal-
mente por mutaciones en regiones definidas de las protei-
nas GyrA o GyrB (43, 54, 55). Las mutaciones en las regio-
nes equivalentes de las proteinas ParC o ParE tienen lugar
tras las producidas en la girasa y se asocian con altos gra-
dos de resistencia a estos farmacos (56). Sin embargo, a
pesar de que en E. coli y otras bacterias gramnegativas las
quinolonas tienen como primera diana la DNA girasa (30,
44, 45), en algunas bacterias grampositivas la situacion es
la inversa: las primeras resistencias tienen lugar por muta-
ciones producidas en la topoisomerasa IV, mientras que las
mutaciones en la girasa proporcionan resistencias adiciona-
les (30, 45).

Los estudios posteriores se han realizado fundamental-
mente en S. pneumoniae, y se ha observado que en este
microorganismo la actividad bactericida puede producirse
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a través de la girasa, la topoisomerasa IV o0 ambas, depen-
diendo de la estructura de la quinolona. En funcidn del or-
den de las consecutivas mutaciones QRDR en las topoiso-
merasas de mutantes resistentes seleccionados en S. pneu-
moniae, las quinolonas se pueden agrupar en tres clases
(50, 51) (Fig. 1). En el primer grupo, con ciprofloxacino
como principal exponente, levofloxacino, norfloxacino,
pefloxacino y trovafloxacino, las mutaciones QRDR en la
topoisomerasa IV se inducen antes que en la girasa, lo que
sugiere que in vivo estos farmacos actlan preferentemente
a través de la topoisomerasa IV (48, 49, 57-60). En cambio,
en un segundo grupo de quinolonas, como esparfloxacino,
grepafloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino y NSFQ-105
(homélogo del ciprofloxacino con un grupo 4-(4-aminofe-
nilsulfonil)-1-piperacinilo en C,), se producen mutaciones
en la girasa antes que en la topoisomerasa 1V, lo que sefia-
la como su diana principal a la girasa (51, 57, 61, 62).
Finalmente, el clinafloxacino y el gemifloxacino acttan a
través de ambas dianas, girasa y topoisomerasa IV (50, 63),
pues aunque se generan en primer lugar mutaciones QRDR
en gyrAo gyrB, esta mutacion simple se produce con poca
frecuenciay la resistencia es de bajo grado, lo que indicaria
que ambas contribuyen de forma importante en la accion
del farmaco (50, 64).

Con objeto de facilitar la comprension de la influencia
de los diferentes sustituyentes en la actividad de estos com-
puestos, en la Fig. 2 y la Tabla 1 se presenta la estructura
bésica de las quinolonas y los diferentes radicales de cada
una de las mencionadas.

Relacion entre estructura y modo de accion

En conjunto, los resultados demuestran que la estructu-
ra de las quinolonas determina su mecanismo de accién en
S. pneumoniae (51, 61). Recientemente se han descrito sus-
tituciones en las posiciones C, y C, que cambian la prime-
ra diana de accion de las quinolonas, de la topoisomerasa
IV a la girasa 0 a ambas, y por tanto mejoran en gran medi-
da la actividad antibacteriana en comparacion con las qui-
nolonas del grupo de ciprofloxacino (61, 65). En particular,

Figura 2. Estructura bésica de las quinolonas: Acido 4-quinolin 3-car-
boxilico. X: posiciones que pueden contener también un 4&tomo de N.
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el sustituyente de la posicion 7 determina no sélo la diana
preferente de las fluoroquinolonas sino también la poten-
cia, como demuestra el trabajo publicado por Alovero y
cols. (61), quienes observan que la adicién de un grupo
bencenosulfonamida en el anillo piperazinico de la posk
cién 7 del ciprofloxacino es suficiente para hacer que la
diana preferente de estos derivados cambie de la topoiso-
merasa IV a la girasa. Ademas, establecen que este cambio
en la seleccién de la girasa como primera diana es la causa
del aumento de potencia de estos compuestos con respecto
al ciprofloxacino. También otros estudios demuestran que
el sustituyente de la posicion 7 establece contactos criticos
con la enzima que determina el reconocimiento de la diana
bacteriana in vivo e in vitro (66). Estos trabajos confirman
el modelo propuesto por Shen y cols. (29), que tras obser-
var que quinolonas con distintos sustituyentes en la citada
posicién mostraban diferentes actividades inhibidoras de la
girasa in vitro, proponian que el sustituyente en C, esta
relacionado con las interacciones de farmaco y enzima.

En lo que se refiere a la posicién 8 de las fluoroquino-
lonas, debemos destacar que el sustituyente de dicha posk
cidn parece favorecer la accion a través de la girasa en
S. pneumoniae. Es facil mencionar algunos ejemplos, co-
mo el esparfloxacino y el clinafloxacino, que presentan un
atomo de fltor y un atomo de cloro como sustituyentes en
la posicion Cg, respectivamente, y que actuan a traves de la
girasa, mientras que el ciprofloxacino y el trovafloxacino,
que no presentan ningln sustituyente en dicha posicion,
actlan a través de la topoisomerasa IV en esta especie.
Ademas, se cree que el sustituyente en Cghace a las fluo-
roquinolonas especialmente activas frente a cepas resisten-
tes por mutaciones en la girasa y la topoisomerasa 1V en
S. pneumoniae. Asi lo demuestran algunos estudios (62,
67) realizados con moxifloxacino y gatifloxacino, que
poseen un grupo metoxi en C,, pues establecen que este
sustituyente confiere un aumento de la actividad antibacte-
riana tanto frente a cepas con mutaciones en las dianas
como en la cepa libre de mutaciones. Por otro lado, las qui-
nolonas que poseen este sustituyente no son fototoxicas, a
diferencia de las que tienen sustituciones halogenadas (68).

Por citar un ejemplo de la elevada actividad de estos
compuestos, un estudio muy reciente (69) ha encontrado
que el moxifloxacino es cuatro y diez veces mas efectivo
que el levofloxacino en la seleccién de mutantes resistentes
y en matar a dichos mutantes, respectivamente. Ademas, la
frecuencia de seleccion del mutante de primer paso fue mil
veces menor para el moxifloxacino que para el levofloxa-
cino, aunque no hubo diferencias cuando se selecciond el
mutante de segundo paso. Otros autores han comunicado
una resistencia al moxifloxacino de s6lo un 0,1% en S. pneu-
moniae (70).
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Tabla 1. Relacion entre estructura y modo de accion.

Primera
Quinolona C, C. C, C, diana (gen)
Ciprofloxacino /A - (\N/ - Topo IV
\) (parC)
HN
Norfloxacino CH,CH, - (\N/ - Topo IV
\) (parC)
HN
Pefloxacino hHZCH3 - _ - Topo IV
o (parC)
H3C/N\)
c N
Levofloxacino IO8 ' - (\N/ - Topo IV
s TCH N\) (parC)
H,c”
Trovafloxacino - H, N Topo IV
1, —
@N (parC)
HN W
H
|
Esparfloxacino NH, H,C - ‘: Girasa
N
le ()
HN
CH,
. | .
Grepafloxacino CH, (\N - - Girasa
HN\H (gyrA)
CH,
Gatifl i IOCH Gi
atifloxacino - - L irasa
N
(\ (gyrA)

Moxifloxacino

- H
H
NSFQ-105 - HN (\ - Girasa
(gyrA)
ISV
253
o o
|
Clinafloxacino - HN _ Cl Ambas
’ N (parC, gyrA)
Gemifloxacino - W N— N Ambas
’ (parC, gyrA)
N ’
|
_0

Las posiciones C,, C,, C, y C, son comunes a todas las quinolonas.

-

(e}
T
o

OCH, Girasa
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También hay que destacar que no solo las posiciones C,
y Cg cambian la primera diana de accion de las quinolonas,
pasando de la topoisomerasa IV a la girasa o0 a ambas, pues-
to que en marzo de 2002 se publicd un estudio (71) que
encontr6 que el sustituyente de la posicion 5 también puede
afectar. Los autores del trabajo analizan las QRDR del gre-
pafloxacino, cuya estructura es analoga a la del ciprofloxa-
cino pero ademas incluye dos grupos metilo, uno en C, y
otro en 3’ del anillo piperazinilo de C,. Luego las compa-
ran con las QRDR del compuesto AM-1121, cuya estructu-
ra coincide con la del grepafloxacino pero carece del meti-
loen C, es decir, seria un compuesto intermedio, estructu-
ralmente hablando, entre el grepafloxacino y el ciprofloxa-
cino. Al hacer esto observan que con el grepafloxacino las
mutaciones en gyrA preceden a las de parC, mientras que
el ciprofloxacino y el AM-1121 actdan a través de la topoi-
somerasa V. De este modo establecen que el grupo metilo
de la posicion 5 del grepafloxacino favorece el que este
compuesto actle a través de la girasa en S. pneumoniae y
no de la topoisomerasa IV como sus homélogos.

En resumen, aunque no se conocen los grupos causan-
tes de que la interaccion de las quinolonas sea con la gira-
sa 0 la topoisomerasa 1V, puesto que las diferencias entre
los compuestos hacen dificil discernir la molécula determi-
nante que condiciona la seleccion de la diana, seria posible
disefiar quinolonas que actuaran selectivamente sobre una
u otra enzima o en ambas a la vez. Por ejemplo, mutantes
en parC (y no en gyrA) son resistentes a ciprofloxacino
pero sensibles a esparfloxacino. Para varios autores (47,
48) lo mas deseable es una quinolona que actue por igual
sobre ambas dianas, puesto que las resistencias requieren la
seleccion de dos mutaciones, una en cada diana, lo que
ocurre con poca frecuencia. Este hecho explicaria la mejora
en la actividad antineumocdcica de clinafloxacino y gemi-
floxacino con respecto a las anteriores quinolonas. Efec-
tivamente, existen varios estudios que establecen la fre-
cuencia de seleccion de las resistencias a varios compues-
tos en S. pneumoniae, como el de Fung-Tomc y cols. (72),
que concluyen que la frecuencia de seleccion de resisten-
cias al ciprofloxacino y al ofloxacino es diez a cien veces
mayor que al gatifloxacino. En este sentido, también debe
recordarse que cultivos aislados en clinica con mutaciones
en ambas dianas seleccionadas frente a las fluoroquinolo-
nas de primera y segunda generacion presentan resistencia
cruzada a las nuevas fluoroquinolonas (73). Asi, la eleccion
de la quinolona adecuada junto al conocimiento del estado
de las QRDR en parC y gyrA puede ser muy Util para evi-
tar las resistencias a las quinolonas en S. pneumoniae (51).
Es decir, el hecho de que diferentes quinolonas tengan dis -
tintas dianas en la misma especie bacteriana tiene implica-
ciones importantes en la préctica clinica.
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Conviene tener presente que las mutaciones en la pri-
mera diana, que disminuyen la afinidad de la fluoroquino-
lona, se asocian con aumentos de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) (59, 60, 74-76). La mutacién subsiguien-
te en la diana secundaria produce un aumento atin mayor de
la CMI. Por tanto, la identificacion en el laboratorio de las
cepas con baja sensibilidad a las fluoroguinolonas es cru-
cial para el tratamiento efectivo de los pacientes con enfer-
medad neumocécica. Igual importancia tiene la deteccién
de cepas con mecanismos de resistencia a las fluoroquino-
lonas, incluso si todavia son sensibles, puesto que el micro-
organismo puede hacerse resistente mas rapidamente du-
rante el tratamiento cuando tiene lugar una mutacién en la
segunda diana.

Resistencias por alteraciones
en la membrana

Las mutaciones QRDR en la girasa o en la topoisome-
rasa IV no son los Unicos mecanismos que desarrollan los
microorganismos frente a la accién de los agentes antibac-
terianos, pues la resistencia a las quinolonas puede estar
condicionada también por los procesos de transporte a
través de la membrana (77). Asi, las resistencias por altera-
ciones en la membrana externa bacteriana disminuyen la
penetracion intracelular del farmaco. Estas modificaciones
se originan por alteraciones de los genes que codifican los
canales de las porinas, que ejercen un papel fundamental en
la difusion de la quinolona a través de la membrana exter-
na de las bacterias gramnegativas. Se ha observado que
varios mutantes que mostraban resistencia a las quinolonas
hidrofilicas tenfan en comdn la reduccién del nimero de
OmpF, la principal y mayor proteina de las porinas de la
membrana externa de E. coli (78). Como norma general se
considera que un tamafio voluminoso, la carga negativa y
un aumento de la hidrofobicidad retrasan la penetracién de
los antibacterianos en los microorganismos gramnegativos
a través de estos canales (79). Las moléculas hidrofébicas
parecen utilizar una ruta alternativa de difusién a través de
lipopolisacaridos (21, 80). Algunos autores (81) han de-
mostrado que la hidrofobicidad de los compuestos parece
tener relevancia tanto en microorganismos grampositivos
como en gramnegativos, mientras que el peso molecular
elevado es un factor limitante sélo para los gramnegativos.

En este sentido, nosotros hemos estudiado (82) un gru-
po de compuestos que presentan un radical alquilico de di-
ferente tamafio en la posicion C, del anillo piperazinilo del
ciprofloxacino. Dado que no hay cambio en la seleccion de
la diana en S. pneumoniae, la mayor actividad que presen-
tan dichos compuestos en esta especie se puede atribuir a
una mayor acumulacion intracelular en comparacion con su
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homologo precursor, y puesto que la Unica diferencia es-
tructural es el radical alquilo de C, estos resultados confir-
man la relevancia de la hidrofilia en los microorganismos
grampositivos.

Por otro lado, las cepas mutantes Mar (del inglés multiple
antibiotic resistant) expresan resistencias condicionadas por
cromosomas frente a una gran variedad de antibiéticos
hidrofébicos e hidrofilicos estructuralmente no relacionados,
entre ellos las quinolonas. Esto es consecuencia de que las
mutaciones en marA reducen la permeabilidad al disminuir
la expresion de la OmpF (83). Las mutaciones que afectan a
la permeabilidad confieren bajos grados de resistencia a las
quinolonas (aumento de 2 a 4 diluciones log, de la CMI),
pero habitualmente se producen resistencias cruzadas con
otros antibidticos estructuralmente no relacionados (78).

Resistencias por expulsion del farmaco

Posteriormente se conoci6 el tercer mecanismo de re-
sistencia a las quinolonas antes sefialado, que consiste en la
expulsidn del antibacteriano desde el medio intracelular al
extracelular por accién de transportadores activos enddge-
nos, impidiendo su acumulacion. Las quinolonas son sus-
tratos de estos transportadores.

Se cree que el sistema de expulsién ejerce una funcion
protectora de la célula frente a sales biliares y acidos gra-
s0s, toxicos habituales de su entorno fisioldgico. Este siste-
ma se sitda en la membrana interna de los microorganismos
y cataliza un proceso dependiente de energia ligado a un
gradiente de protones (84). En E. coli este sistema de trans-
porte, denominado AcrAB, es una bomba de flujo mul-
tifarmaco que extrae de la célula una amplia variedad de
antibidticos, incluidas las quinolonas y otras sustancias,
presumiblemente a través del canal TolC de la membrana
externa (85, 86). El sistema AcrAB esta compuesto por el
transportador AcrB y la proteina periplasmica accesoria
AcrA, y codificado por los genes acrAB, cuya expresion
aumenta de forma considerable en los mutantes Mar, lo
cual implica que el locus marA de E. coli regula no sélo la
expresion de la porina OmpF sino también la expresion de
la bomba AcrAB (87). Es decir, los mutantes Mar pueden
presentar resistencias debido a una disminucién de la per-
meabilidad de la membrana externa y una importante
secrecion activa a través de la membrana interna, lo que
repercute en una disminucion de la entrada de farmaco y un
aumento de su salida, y como consecuencia una disminu-
cion de la sensibilidad a éste.

Recientemente también se ha descrito un mecanismo de
expulsién como causa de bajo grado de resistencia a las
quinolonas en S. pneumoniae (88). A la bomba causante de
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esta accion se la denomin6 bomba PmrA (del inglés pneu-
mococcal multidrug resistance protein) (89). Se trata tam-
bién de una proteina asociada a la membrana que se inhibe
con reserpina, aunque las bases genéticas de este mecanis-
mo no se conocen. Sin embargo, por analisis de la CMI
obtenida en presencia y ausencia del inhibidor reserpina, se
ha demostrado que mas del 50% de las cepas de S. pneu-
moniae resistentes al ciprofloxacino presentaban una ex-
pulsién aumentada, lo que sugiere que ésta es un mecanis-
mo importante de resistencia clinica en dicha especie (90).

Se han descrito otros transportadores similares que
afectan a la sensibilidad de las quinolonas en otras especies
bacterianas, como por ejemplo el gen mexABoprKde Pseu-
domonas aeruginosa, que proporciona resistencia al cipro-
floxacino y al acido nalidixico (91). Entre las bacterias
grampositivas, se han identificado bombas de expulsion en
Bacillus subtilis (Bmr) (92, 93) y Staphylococcus aureus
(NorA) (94, 95).

En resumen, la expresion de los transportadores de ex-
pulsion puede determinar el grado de sensibilidad antimi-
crobiana, y esta reconocida como causa de resistencia de
bajo grado a las quinolonas. Ademas, la baja afinidad de
algunas quinolonas por estos transportadores contribuye a
aumentar su potencia (45). Por otro lado, dado que este
efecto es dependiente de la concentracién, determina, al
menos en parte, que las fluoroquinolonas presenten un ma-
yor efecto letal a concentraciones bajas, y ello dificulta que
la bacteria desarrolle mutaciones en los cromosomas que
puedan conducir a altos grados de resistencia (76).

Teniendo en cuenta la trascendencia de estos hallazgos
se ha intentado establecer una relacién entre los procesos
de expulsion y la estructura de las quinolonas. Varios auto-
res (95, 96) consideran que el gen norA es el principal cau-
sante de los altos grados de resistencia a las quinolonas
hidrofilicas; sin embargo, estudios en S. aureus (97) han
demostrado que la hidrofilia de las quinolonas no es un fac-
tor exclusivo, y han argumentado que la actividad en las
cepas resistentes se correlaciona mejor con el volumen del
sustituyente en C, y el volumen y la hidrofobia del sustitu-
yente en Cg. Por (ltimo, otros autores (88) apoyan la idea
de que las fluoroquinolonas hidrofébicas son sustratos po-
bres de la bomba de expulsién neumocdécica. Sin embargo,
un reciente estudio de Piddock y cols. (98) realizado con
diez fluoroquinolonas en S. pneumoniae, establece que al
disminuir la hidrofobicidad de la quinolona disminuye la
concentracion acumulada, aunque ésta también disminuye
con un aumento en el peso molecular de la forma libre de
cada compuesto. Segln lo comentado, a la vista de los da-
tos publicados no es facil establecer una conclusion sobre
el efecto de la estructura de la quinolona en la accion de la



2002; Vol. 15 (N° 4)

bomba de expulsién y, por tanto, en la acumulacién intra-
celular.

Por lo que respecta a S. pneumoniae, las resistencias
parecen producirse principalmente por mutaciones en los
genes que codifican las dianas intracelulares de las fluoro-
quinolonas, la girasa y la topoisomerasa 1VV. Ambas enzi-
mas parecen ser la diana principal de estos compuestos en
esta especie. Mutaciones en las QRDR de los genes gyrA o
parC confieren resistencia a los mutantes de primer paso,
mientras que las mutaciones en gyrB y parE también se han
implicado en la resistencia a las fluoroquinolonas de cier-
tos mutantes obtenidos in vitro. La actividad de todas las
quinolonas disminuye cuando estan presentes dos 0 mas
mutaciones, mientras que cuando sélo hay una mutacion la
actividad de la quinolona dependeré de si dicha mutacién
se encuentra 0 no en su principal diana de accion. Otros
importantes mecanismos de resistencia son las alteraciones
en la permeabilidad de la membrana y la expulsién de los
antimicrobianos desde la célula al exterior, mediada por la
proteina asociada a la membrana PmrA, sobre todo de las
quinolonas hidrofilicas (99). El proceso de expulsién puede
permitir que las bacterias sobrevivan durante un corto
periodo de tiempo para desarrollar resistencia a las quino-
lonas via mutaciones en los lugares clave de los genes de
las dianas de estos farmacos. Los tres mecanismos de resis -
tencia pueden manifestarse solos o en combinacién, si bien
se cree que, in vivo, el aumento en el grado de resistencia a
las quinolonas debe ser producto de varios mecanismos
simultaneos. De hecho, una misma bacteria puede desarro-
llar varios mecanismos de resistencia frente a uno o mu-
chos antibidticos, y del mismo modo un antibidtico puede
ser inactivado por distintos mecanismos de diversas espe-
cies bacterianas, todo lo cual complica sobremanera el
estudio de las resistencias de las bacterias a los antimicro-
bianos.

CONCLUSIONES

La contribucion de la biologia molecular al estudio de
las resistencias ha ayudado a discernir los mecanismos bio-
quimicos de resistencia y las rutas para la diseminacion de
la informacién genética entre las bacterias. Su estudio per-
mite proponer algunas pautas para minimizar las resisten-
cias, como mejorar la interpretacion de los fenotipos de
resistencia, proveer de una terapia antiinfecciosa mas ade-
cuada, promocionar un uso mas prudente de los antibioti-
cos y permitir un disefio racional de nuevos farmacos que
eviten los mecanismos de resistencia existentes o vayan
dirigidos a dianas no explotadas (100).
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Particularizando para las quinolonas, los compuestos de
tercera y cuarta generacién comercializados, con su buena
biodisponibilidad oral y su elevada potencia, que permite
una dosificacion de una vez al dia, ofrecen una buena alter-
nativa al tratamiento de las infecciones neumocdcicas. Fue-
ra del contexto de esta revision, como hemos comentado,
quedan los problemas de toxicidad que llevaron a la retira-
da del mercado de algunos compuestos, pero ello no se
puede hacer extensivo a la totalidad de la clase (68). Asi,
compuestos como gatifloxacino, gemifloxacino y moxiflo-
xacino, que tienen mejor actividad antineumocécica in
vitro, son los agentes mas activos y efectivos en la neumo-
nia neumocdcica, por lo cual son opciones atractivas para
el tratamiento de los adultos con infecciones respiratorias
(101), siempre atendiendo a las recomendaciones vigentes.

Correspondencia: Raquel Taléns-Visconti, Unidad de Microbiologia
Experimental, Centro de Investigacion, Hospital Universitario La Fe,
Avda. Campanar 21, 46009 Valencia. e-mail: rtalens@uv.es
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