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RESUMEN

En este estudio se ha comprobado la influencia de tres farmacos inhibidores de diferentes bombas de iones (digoxina, omeprazol y verapa-
milo) sobre la acumulacion de ofloxacino y grepafloxacino en el interior de los leucocitos polimorfonucleares humanos. Se establecieron dos
condiciones de ensayo: preincubando las células con el farmaco antes de anadir la quinolona, y anadiendo simuftdneamente ambos férma-
cos al medio. El I/E méximo de ofloxacino es diferente segin la condicién de ensayo: 7,69+0,88, 5,64+1,91 y 3,56+1,04 para el ensayo
sin preincubacion y preincubando las células durante 30 y 60 minutos a 37 °C, respectivamente. De igual forma, los maximos para grepa-
floxacino fueron 61,27+3,04, 32,18+3,25 y 22,52+3,86. La digoxina no modlifica significativamente la acumulacién de las quinolonas en
el interior de los PMN, aunque induce un aumento de los I/E respecto al control. El omeprazol reduce, en general, la acumulacién de ambas
quinolonas. Con ofloxacino se reducen significativamente los I/E cuando ambos farmacos se anaden simultdneamente al medio, sin embar-
go, con grepafloxacino es necesaria una incubacion previa de 60 minutos para obtener diferencias. El verapamilo produce un aumento sig-
nificativo del I/E de ambas quinolonas cuando las células se preincuban con dicho farmaco a 10 veces la concentracion plasmatica.

Palabras clave: Quinolona - Polimorfonuclear - Acumulacién - Verapamilo - Omeprazol - Digoxina

Influence of ion pump-inhibiting drugs
on the accumulation of ofloxacin and grepafloxacin
in human polymorphonuclear leukocytes

SUMMARY

In this study we tested the influence of three ion pump-inhibiting drugs (digoxin, omeprazole and verapamil) on the accumulation of oflo-
xacin and grepafloxacin in human polymorphonuclear leukocytes. Two assay conditions were established: cell preincubation with the drug
for 30 or 60 minutes before addition of quinolone, or addition of both drugs simultaneously. The maximum I/E for ofloxacin is different
depending on the assay conditions: 7.69+0.88, 5.64=1.91 and 3.56=1.04 for the assay without preincubation and with preincubation
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for 30 or 60 minutes at 37 °C, respectively. Similarly, grepafloxacin reached the following maximums: 61.27+3.04, 32.18+3.25 and
22.52+3.86. Digoxin did not significantly modify the accumulation of the quinolones, but it increased the I/E compared with the control.
In general, omeprazole reduced the accumulation of both quinolones. \When omeprazole and ofloxacin were added together, ofloxacin’s I/E
was significantly lower,; however, for grepafloxacin, 60 minutes of preincubation were necessary. \erapamil induced a significant increase
in the I/E for both quinolones when the cells were preincubated at 10 times the plasma concentration.

Key words: Quinolone - Polymorphonuclear - Accumulation - Verapamil - Omeprazole - Digoxin

INTRODUCCION

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos capaces de
penetrar, acumularse y ser activas en el interior de los leu-
cocitos polimorfonucleares (PMN) humanos (1-6). Esta
propiedad es importante para el tratamiento de las infec-
ciones causadas por microorganismos intracelulares, capa-
ces de sobrevivir en el interior del PMN, como es el caso
de Legionella, Brucella, Salmonella y Staphylococcus, en-
tre otros (7), y también para el tratamiento de las infeccio-
nes en enfermos con los sistemas de defensa leucocitarios
deteriorados, como son los receptores de trasplantes, los
pacientes oncoldgicos y hematoldgicos, aquellos con insu-
ficiencia renal crénica, esclerosis multiple, enfermedad gra-
nulomatosa cronica, enfermedad de Chediak-Higashi, sin-
drome de Job, etc. (8-12).

La capacidad de penetrar y acumularse en el interior de
la célula no es igual para todo el grupo de quinolonas, sino
que varia en funcion de diversos parametros fisicoquimicos
y fisiolégicos. El pH extracelular, la lipofilia de la molécu-
la, la estereoisomeria, la presencia de otros sustratos o el
estado metabdlico de la célula son, entre otros, factores
determinantes para la mayor o menor penetracién del anti-
bidtico (13, 14). Asi pues, el fendmeno de penetracion es
un proceso delicado que depende de varios factores. La pre-
sencia de sustancias que alteren alguno de los parametros
antes citados podria modificar sustancialmente el paso al
interior celular.

En este trabajo se ha determinado la influencia de tres
farmacos inhibidores de bombas de iones (presentes en la
membrana plasmatica) sobre la penetracién de ofloxacino
y grepafloxacino en el interior del leucocito PMN.

MATERIAL Y METODOS
Quinolonas

El ofloxacino se obtuvo en su presentacién comercial
Tarivid® (Hoechst Pharma) (solucién para inyeccion intra-
venosa que contiene 2 mg/ml de ofloxacino). La concen-

tracion de trabajo fue de 10 mg/l. El grepafloxacino se
obtuvo de los laboratorios Glaxo, y se prepard una solucién
madre de 1000 mg/l a partir del polvo valorado (1,18 de po-
tencia, equivalente a un 84,8% de riqueza), utilizando co-
mo disolvente agua destilada, que fue almacenada a —-70 °C
en alicuotas durante un maximo de tres meses. La concen-
tracion de trabajo fue 5 mg/l.

Farmacos inhibidores
de bombas de iones

Los farmacos inhibidores de bombas se obtuvieron de
sus respectivos preparados farmacéuticos en solucién acuo-
sa para administracion intravenosa. La digoxina fue Lana-
cordin® (Glaxo Wellcome) y las concentraciones de traba-
jo fueron 0,002 mg/l (concentracién plasmatica) y 2 mg/I
(cien veces la concentracion plasmatica). EI omeprazol fue
Losec® (Schering-Plough) y las concentraciones de trabajo
fueron 0,6 mg/l (concentracién plasmaética) y 6 mg/l (diez
veces la concentracion plasmatica). El verapamilo fue Ma-
nidon® (Knoll-Basf) y las concentraciones de trabajo fueron
0,3 mg/l (concentracion plasmatica) y 3 mg/l (diez veces la
concentracion plasmatica).

Aislamiento de los leucocitos PVIN

Los leucocitos PMN se obtuvieron de sangre venosa
anticoagulada de donantes adultos sanos y se purificaron
con métodos descritos anteriormente (15-17). Los hematies
se separaron por sedimentacion con dextrano al 6% (Braun
Medical) y las células mononucleares por centrifugacion en
gradiente de densidad con Ficoll-Paque® (Pharmacia Bio-
tech) durante 35 minunos a 400 g. Los hematies contami
nantes se lisaron con cloruro amonico (CINH,) al 0,87%.
Posteriormente los PMN se lavaron tres veces con solucién
salina de Hank (ICN) con gelatina al 0,1% (GHBSS).

La riqueza en PMN de la suspension final fue superior
al 95%, y la viabilidad, evaluada por el método de exclu-
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sion del colorante vital azul tripano, fue del 98% (18). La
suspension final se ajusté a5~ 10® PMN/ml y se mantuvo
a 4 °C hasta el comienzo del ensayo (nunca mas de dos
horas).

Penetracion de las quinolonas
en los PMN en presencia de digoxina,
omeprazol y verapamilo

La penetracion de las quinolonas en los PMN en pre-
sencia de los diferentes inhibidores de bombas de iones se
midié por fluorimetria (3, 19, 20). Los PMN se dividieron
en tres series. En la serie 1 se pretrataron con el farmaco
inhibidor de bombas durante 30 minutos a 37 °C en agita-
cién; en la serie 2 se pretrataron durante 60 minutos. Trans-
currido el tiempo de preincubacion, a ambas series se les
afiadié la quinolona. En la serie 3 la quinolona y el farma-
co se afiadieron simultaneamente a las células.

La concentracion de antibidtico en el interior de los
PMN se determiné en las tres series a los 10, 30 y 60 minu-
tos de incubacion.

En las tres series se incluyeron los controles, que si-
guieron el mismo proceso descrito pero en lugar de farma-
co inhibidor de bomba se afiadi6 GHBSS.

Determinacion de la concentracion
de quinolona en el interior de los PMIN

La concentracién de ofloxacino y grepafloxacino en los
PMN se determiné midiendo la fluorescencia emitida con
un espectrofotdmetro F 2000 (Hitachi, Tokyo, Japdn). Los
méaximos de excitacion y emision fueron 292 nm y 496 nm,
respectivamente. Se utilizd siempre un control sin quinolona
para medir la fluorescencia inicial del PMN y el farmaco.

En cada experiencia se determiné el volumen intracelu-
lar por radioensayo utilizando agua tritiada (1,0 mCi/g,
Amersham) como marcador del volumen total y [**C]poli-
etilenglicol (1,4 mCi/g, Amersham) para calcular el volu-
men del agua intersticial (21).

Analisis de los resultados

Se calculd6 el cociente I/E, o relacién entre la concen-
tracion de quinolona intracelular y extracelular, correspon-
diente a la media y su desviacion estandar de cinco expe-
riencias diferentes. Para cada farmaco se realizaron las tres
condiciones de ensayo en el mismo dia, con el mismo lote
de PMN, para restar variabilidad a la técnica.
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Posteriormente se realizé una prueba t de Student para
muestras pequefias entre los diferentes grupos de datos
obtenidos a un mismo tiempo de incubacion, pero con pre-
sencia o ausencia de farmaco, y se consider6 que la dife-
rencia era significativa con una p <0.05.

RESULTADOS

En las Tablas 1 y 2 se resumen los valores de I/E de
ofloxacino y grepafloxacino, respectivamente.

Cinética de penetracion

En el ensayo sin preincubacion, el paso de ambas qui-
nolonas al interior del PMN fue rapido: el méximo valor de
I/E se alcanzé entre los 10 y 30 minutos para ofloxacino
(I/E 7,69+0,88) y a los 10 minutos para grepafloxacino
(I/E 61,27 +3,04). A los 60 minutos de incubacion los valo-
res de I/E se redujeron respecto al maximo, aunque las dife-
rencias no fueron significativas: 6,28+1,82 y 35,04+9,65
para ofloxacino y grepafloxacino, respectivamente.

Cuando las células se preincubaron durante 30 o 60 mi-
nutos, el I/E fue aumentando paulatinamente, alcanzando-
se el maximo a los 60 minutos de incubacién (Tablas 1y
2). Los valores alcanzados fueron significativamente me-
nores que los obtenidos sin preincubacion (p <0.05).

Efecto de la digoxina

Cuando las células se preincubaron durante 60 minutos
con digoxina, se observé un aumento del I/E de ofloxacino
respecto al control en los tres tiempos de medida (Tabla 1).
Cuando la preincubacion fue durante 30 minutos también
se observé un aumento del I/E respecto al control a los 10
y 30 minutos de incubacién (4,59+0,92 vs. 4,12+1,56 y
545+1,19 vs. 4,26+1,87). Sin embargo, cuando ambos
farmacos se afiadieron simultaneamente la tendencia fue a
obtener I/E menores en presencia de digoxina. En ningdn
caso las diferencias fueron significativas.

Cuando la digoxina y el grepafloxacino se afiadieron
simultaneamente al medio, el I/E de la quinolona aumenté
con respecto al control (49,10+9,39 y 57,85+8,42 vs.
40,04+9,65, a los 60 minutos de incubacién); no obstante,
se retraso el tiempo en alcanzar el maximo, ya que éste se
logré a los 30 minutos en presencia de digoxina (63,26+
11,11) y alos 10 minutos sin digoxina (61,27 +3,04). Cuan-
do las células se preincubaron durante 30 minutos con el
digitalico a diez veces la concentracion plasmatica, tam-
bién se observo un aumento del I/E respecto al control,
aunque las diferencias no fueron significativas.
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Efecto del omeprazol

La presencia y preincubacién de los PMN con omepra-
zol disminuy® la penetracion o la acumulacion de ofloxaci-
no en el interior celular. Cuando ambas sustancias se afia-
dieron al medio simultadneamente, el I/E a los 10 minutos
apenas se modifico respecto al control, pero se observo una
disminucidn significativa a los 60 y 30 minutos de incuba-
cion en funcién de la concentracion de omeprazol (0,6 y
6 mg/l, respectivamente): 4,13+0,76 vs. 6,28+1,82 vy
5,53+0,31 vs. 7,69+0,88.

También la preincubacion de los PMN con omeprazol
logré disminuir el cociente I/E de ofloxacino, especialmente
durante los primeros 30 minutos de incubacion: 2,85+0,55y
2,58+0,37 en el ensayo de preincubacién durante 30 minu-
tos, y 1,81+0,83 en el de preincubacion durante 60 minutos.

Con grepafloxacino, el omeprazol redujo el paso o acu-
mulacién de la quinolona al interior del PMN sélo cuando
las células se preincubaron con el farmaco; de hecho, cuan-
do la preincubacion fue de 60 minutos se obtuvo un des-
censo significativo respecto al control a los 10 minutos de
incubacidn (7,78+1,30 vs. 15,77+1,98). Este descenso se
mantuvo hasta los 30 minutos de incubacién (9,94+5,44
vs. 20,49+1,59), para luego ascender hasta valores simila-
res a los del control. Cuando la preincubacion era de 30 mi-
nutos los valores de I/E fueron méas bajos que los del con-
trol en todos los tiempos, pero sin diferencias significati-
vas. Sin embargo, cuando ambas sustancias se afiadieron al
medio simultdneamente, y a diferencia de ofloxacino, los
valores apenas difirieron de los del control.

Efecto del verapamilo

El verapamilo no modificd el paso de ofloxacino al in-
terior del PMN cuando las sustancias se afiadieron simulta-
neamente al medio, aunque se observo una reduccion en el
tiempo en que se alcanz6 el maximo I/E (10 minutos con
verapamilo). Cuando las células se preincubaron durante
30 minutos no se observaron cambios; sin embargo, con
una preincubacién de 60 minutos con verapamilo a 3 mg/I,
se incrementd significativamente el paso o la acumulacion
de ofloxacino a los 10 y 30 minutos de incubacién (4,39+
1,78vs.2,09+0,85y5,63+1,00 vs. 2,80+1,22). Este incre-
mento también se mantuvo a los 60 minutos, aunque a ese
tiempo las diferencias respecto al control no fueron signifi-
cativas.

La adicion de verapamilo y grepafloxacino simultanea-
mente al medio no modifico significativamente la acumu-
lacion de la quinolona, aunque con verapamilo a la con-
centracion plasmatica y a los 60 minutos de incubacion se
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obtuvieron cocientes superiores a los del control (53,82+
16,91). Sin embargo, cuando las células se preincubaron
durante 30 minutos con verapamilo a diez veces la concen-
tracion plasmética, se obtuvo un incremento significativo
(p£0.05) de la penetracidn o acumulacion de la quinolona
a los 60 minutos de incubacién (46,09+10,48 vs. 31,29+
3,97).

DISCUSION

Es conocida la capacidad de determinadas bacterias de
sobrevivir en el interior de los PMN humanos, lo cual les
permite evitar la defensa humoral y celular, produciendo
asi infecciones recurrentes o persistentes de dificil erradi-
cacion (7). Ademas, en los pacientes inmunodeprimidos las
infecciones bacterianas son frecuentes, ya que la disfun-
cion granulocitica, presente en estos enfermos, se reconoce
como un factor que predispone para la infeccién (8-12). En
ambas situaciones es importante que el antibiético sea ca-
paz de penetrar, acumularse y ser activo en el interior de la
célula, de manera que elimine los microorganismos acanto-
nados en ella y supla las deterioradas funciones bacterici-
das de los PMN.

Las fluoroquinolonas son antibiéticos capaces de pene-
trar, acumularse y ser activas en el interior del PMN (1, 5),
siendo ésta una de las razones por las que son consideradas
tratamiento de eleccion en situaciones de inmunodepresion
(22-25). El grado de penetracién de las quinolonas depen-
de de factores fisicoquimicos como la lipofilia, el pH o la
energia de activacion de la molécula, o de la presencia en
el medio de sustancias que pudieran competir por transpor-
tadores de membrana.

En el presente estudio se analizé la influencia de tres
farmacos inhibidores de bombas de iones en la acumula-
cion de dos quinolonas, ofloxacino y grepafloxacino, asi
como el efecto del tratamiento previo de los PMN con
dichos farmacos en la acumulacion de las quinolonas.

La penetracion de ambas quinolonas es rapida, y en los
primeros 10 minutos se alcanza el maximo I/E; luego los
valores van disminuyendo con el tiempo de forma paulati-
na. Esta cinética también se ha descrito para otras quinolo-
nas, aunque puede variar algo el tiempo en que se alcanza
el maximo (3, 5, 6). Cuando las células no se preincuban,
el ofloxacino tiene un cociente I/E maximo de 7,69+0,88,
mientras que el del grepafloxacino alcanza un valor de
61,27 +3,04. Asi pues, ambas quinolonas presentan la mis-
ma cinética de penetracidn, pero las concentraciones intra-
celulares de grepafloxacino son diez veces superiores a las
de ofloxacino. Cuando las células se preincuban los maxi-
mos disminuyen, aunque las diferencias de acumulacion en-
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas (6) de las quinolonas estudiadas. P=Coeficiente de particion (n-octanol-tampon fosfa-

to 0,02 M, pH 7,4). Concentracion de quinolona 1,0 mg/l.

Constantes disociacion

Peso Solub. agua Unio6n a
Quinolona P molecular (mg/ml) pKa pKa, proteinas (%)
Ofloxacino 0,3 361 57 7.9 32,6
Grepafloxacino 4,6 360 7,1 8,8 51,2

tre ambas quinolonas se mantienen. Esta diferencia en la
magnitud de penetracion entre las dos quinolonas puede
deberse, en parte, a una serie de parametros fisicoquimicos
que se resumen en la Tabla 3. La lipofilia de grepafloxaci-
no es mayor que la de ofloxacino, lo cual le permite difun-
dir méas facilmente a través de la membrana plasmatica. Asi
mismo, también hay diferencias en las constantes de diso-
ciacion, ya que las de grepafloxacino tienen un valor muy
cercano, mientras que las de ofloxacino estdn méas distan-
ciadas. A pH 7,4 ambas quinolonas se encuentran mayori-
tariamente en forma de iones hibridos (zwitterion), que es
como en mayor proporcion atraviesan la membrana plas-
maética, ya que su carga neta es nula (26). En el interior
celular el pH es de alrededor de 6,9, por lo que grepafloxa-
cino se ionizaria y quedaria atrapado en forma catiénica en
la célula. El ofloxacino, a ese pH intracelular, continuaria
estando en forma dipolar, con carga neta nula, y podria ex-
pulsarse mas facilmente que el grepafloxacino desde el in-
terior. Un factor adicional seria el grado de union a las pro-
teinas, ya que el grepafloxacino es capaz de unirse en un
51%, frente a un 32% el ofloxacino. Aunque no se ha es-
tudiado la localizacion intracelular de estas quinolonas,
para otras se ha descrito en el citosol, por lo que ofloxaci-
no y grepafloxacino pueden estar unidos a proteinas cito-
solicas. Por altimo, comentar que si la retencion de grepa-
floxacino y ofloxacino se debe, en parte, al valor de sus
constantes de disociacion, y que grepafloxacino queda rete-
nido en el interior en forma catidnica, debe haber un trans-
portador de cationes involucrado en la expulsion de las qui-
nolonas, ya que el ambiente intracelular tiene un estrecho
margen de pH y un exceso de cationes modificaria el equi-
librio idnico, creando un caos metabolico. Por ello, y con-
siderando ademas que las especies catiénicas no pueden
atravesar la membrana plasmética por difusion pasiva, la
célula emplearia un transportador de cationes para eliminar
el exceso electrolitico. Esta hip6tesis concuerda con los
datos hallados por otros autores en células de tejido hepati-
co y renal, donde la cimetidina, un inhibidor de las bombas
de expulsion de cationes, inhibe la salida de ciertas quino-
lonas al exterior celular (27-29).

Vista la importancia de determinados parametros fisi
coquimicos en la penetracion de estas quinolonas, es inte-
resante comprobar si algunos farmacos empleados con fre-
cuencia en la préctica clinica, cuyo mecanismo de accién es
la inhibicion de determinadas bombas de iones y la consk
guiente modificacion del entorno electrolitico de la célula,
pudieran modificar la capacidad de las quinolonas de pene-
trar y acumularse en el interior del PMN humano.

Se eligieron tres farmacos muy utilizados. El verapam#
lo se emplea en investigacidn basica tanto en la inhibicién
de los canales lentos de Ca?*, como inhibidor de una bomba
de expulsion dependiente del ATP denominada glucopro-
teina P (30, 31). En el PMN parece que su mecanismo de
accion no esta directamente relacionado con la inhibicion
de los canales de calcio, ya que produce respuestas que
también son inducidas por estimulos independientes del
calcio. Se ha sugerido que el verapamilo, en el PMN, actla
sobre diferentes aspectos del metabolismo celular, lo que
redunda en tres acciones basicas: 1) aumento del AMPc
citosdlico (por inhibicion, en parte, de una fosfodiesterasa),
2) aumento de la concentracién del ion Ca?* en el citosol
por movilizacion de los depdsitos intracelulares, y 3) inhi-
bicion de la proteincinasa C. La consecuencia de estas
modificaciones metabélicas es que el verapamilo inhibe la
respiracion oxidativa, la secrecion de los granulos azurofi-
los, la quimiotaxis y la desporalizacion en el PMN (32-36).

El efecto del verapamilo en la acumulacion es diferen-
te seguin el tipo de quinolona y también segln se haya tra-
tado previamente el PMN. La presencia de verapamilo
simultaneamente con la quinolona no modifica la acumula-
cion del ofloxacino, aunque se observa una tendencia a
obtener valores de I/E por debajo del control; sin embargo,
incrementa la acumulacion del grepafloxacino, aunque las
diferencias no son significativas. Esto viene a coincidir con
lo expuesto antes, ya que el ofloxacino apenas queda rete-
nido en forma catidnica, mientras que con grepafloxacino
es la especie quimica que mayormente se encuentra en el
citosol. Si el verapamilo modifica el metabolismo del PMN,
en un primer momento podria inhibir esas bombas de ex-
pulsién de cationes, lo que explicaria la mayor acumula-



358 A. Orero, E. Cantén, J. Peman, M.M. Velert y M.V. Bermejo

cion de grepafloxacino a los 60 minutos de incubacién. Por
el contrario, cuando las células se preincuban durante 60
minutos con verapamilo, la acumulacién de ofloxacino au-
menta significativamente entre los 10 y 30 minutos de in-
cubacién. En cambio, para grepafloxacino, el aumento de
la acumulacion se obtiene a los 60 minutos de incubacion
cuando las células se preincuban durante 30 minutos. Estos
datos indican que el verapamilo necesita tiempo para pro-
ducir cambios en la célula que puedan afectar intensamen-
te al metabolismo celular. El aumento en la acumulacion de
ofloxacino se debe a una modificacion del entorno i6nico
intracelular (posiblemente por el cambio de ionizacién de
estructuras proteicas adyacentes), que le hace unirse al ci-
tosol en mayor grado. Esto concuerda también con lo ob-
servado en grepafloxacino, que sélo incrementa su acumu-
lacién a los 60 minutos, lo que nos indica que con el tiempo
ya no son los transportadores de cationes sino el entorno
electroquimico el que se modifica.

Los datos obtenidos del ensayo con digoxina nos mues-
tran que esta sustancia no modifica significativamente el
paso de las quinolonas, aunque se observa una tendencia a
aumentar la acumulacion cuando las células se preincuban
con el digitalico a 2 mg/l. Aun no siendo este incremento
significativo, es interesante la coincidencia, en ambas qui-
nolonas, del aumento en la acumulacion, lo que indica que
el factor que lo produce podria ser comun. La digoxina
tiene la capacidad de mejorar la contractilidad del miocar-
dio. Su mecanismo de accion esta relacionado con la unién
reversible a la ATPasa-Na*/K*, enzima asociada a la mem-
brana celular. La hidrélisis de ATP por esta enzima propor-
ciona la energia necesaria para expulsar el Na* del interior
celular e introducir K* (37). También act(ia sobre las fibras
de actina y miosina del aparato locomotor de amebas y
PMN. De hecho, se ha observado que la presencia de digo-
xina disminuye la quimiotaxis de los granulocitos en situa-
ciones de neumonia y bacteriemia inducidas experimental -
mente en ratones (38). Esto indica que la diana de la digo-
xina existe en las células objeto de nuestro estudio, por lo
que la presencia de digoxina produce un cambio en el
potencial de membrana y una disminucioén del nimero de
cationes en el interior celular (la bomba de Na*/K* intro-
duce dos atomos de K" y expulsa tres de Na*). Esta menor
concentracion cationica permitiria una mayor permisividad
del citosol a las especies cationicas de las quinolonas, aun-
que esto s6lo redunda en un 35% en la acumulacién res-
pecto al control. El que este incremento se observe (nica-
mente cuando las células se han preincubado durante 30 o
60 minutos se deberia a que es necesario cierto tiempo para
que la digoxina ejerza su accion y la diferencia de potencial
se haga evidente.

REV ESP QUIMIOTERAP

El ensayo con omeprazol muestra en general un des-
censo en el paso y la acumulacion de la quinolona al inte-
rior celular, ya que los datos obtenidos en los estudios con
este farmaco indican que no se alcanzan los valores del
control. Ademas, cuando la adicidn es simultanea se obtie-
nen cocientes significativamente menores que el control a
los 30 y 60 minutos de incubacion. Con grepafloxacino
también se observa una reduccion, aunque se necesita pre-
incubar las células durante 60 minutos para obtener dife-
rencias significativas respecto al control. EI omeprazol es
una base débil que inhibe de forma especifica e irreversi-
blemente la ATPasa-H*/K*; esta inhibicidn es dependiente
del pH, siendo maxima a pH <6 (37). La ATPasa parece
encontrarse, fundamentalmente, en la mucosa gastrica, y
no hay pruebas de su existencia en otras células, aunque a
la luz de los datos obtenidos el omeprazol debe ejercer
alguna accion sobre el PMN, ya que las quinolonas ven dis-
minuida su acumulacién, posiblemente por modificacién
del equilibrio i6nico intra-extracelular. Ademas, los datos
obtenidos se corresponden con el mecanismo de accion del
omeprazol, ya que la unidn de éste a la enzima es irrever-
sible, de modo que el méaximo efecto se observa si el inhi-
bidor se afiade simultdneamente a la quinolona; cuando la
preincubacion es de 60 minutos, posiblemente ya se han
generado mecanismos de reparacion para restablecer otras
ATPasas que sustituyan a las bloqueadas por el omeprazol.
La acumulacion de ofloxacino se ve mas afectada que la de
grepafloxacino, probablemente porque la primera basa su
acumulacion fundamentalmente en un equilibrio iénico, mien-
tras que la segunda posee también una alta afinidad por las
proteinas citosolicas.

En general, la presencia de fArmacos que inducen cam-
bios en el equilibrio electroquimico del PMN modifica la
acumulacion de ofloxacino y grepafloxacino en el interior
celular. La presencia de omeprazol reduce la acumulacién
de las quinolonas cuando ambos farmacos se afiaden al me-
dio simultdneamente; la digoxina modifica temporalmente
la salida de las quinolonas, permitiendo una mayor acumu-
lacion dentro del PMN; y la preincubacion durante 60 mi-
nutos con verapamilo aumenta el paso y la acumulacion de
ambas quinolonas en el interior del PMN. No se sabe la re-
percusion clinica que puede tener el tratamiento conjunto
con quinolonas y estos farmacos, aunque este estudio vale
para esclarecer un poco la cuestién. También seria necesa-
rio realizar estudios del efecto de estos farmacos sobre la
actividad intrafagocitica de las quinolonas.
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