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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El micetoma es una infeccion subcutanea crénica, de etiologia multiple,
causada por hongos verdaderos (eumicetoma) o por actinomicetos aerobicos
(actinomicetoma); se observa en paises tropicales y sub-tropicales (). Los
actinomicetales productores de micetoma se agrupan en tres géneros con diferentes
especies: Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides, Actinomadura madurae,
Actinomadura pelletieri y Streptomyces somaliensis (2. Los agentes causales del
eumicetoma son, entre otros, Madurella mycetomatis, Madurella grisea y
Pseudallescheria boydii (1).

La enfermedad fue descrita por primera vez por Gill en el afio de 1842, en un
distrito de la India llamado Madura, de ahi los términos maduromicetoma y los géneros
Madurella y Actinomadura 3).

El micetoma es una infeccion que afecta al tejido subcutaneo y ocurre tras la
penetracion transcutanea del agente etioldgico en sus formas infectantes a través de
heridas y areas de traumatismo.

Se caracteriza por una tumefaccion de la region anatomica afectada, y una
deformidad de la misma, asi como la produccion de abscesos y fistulas, las cuales

drenan una secrecion purulenta que contiene al agente causal ().



CAPITULO 2

EPIDEMIOLOGIA

Actualmente esta enfermedad se encuentra distribuida a nivel mundial con
predominio en zonas tropicales. La enfermedad es mas comun en India, México,
Arabia Saudita, Venezuela, Yemen y un area en “cinturén” de Africa que se extiende
desde Senegal, en la costa oeste, atraviesa Mali, Nigeria, Congo y Sudéan hasta Somalia
en la costa este ().

Otros paises con alta endemicidad son: India y Senegal para eumicetomas y
México, Centro y Sudamérica, para actinomicetoma ).

A nivel mundial, alrededor del 60% de los casos de micetoma son de origen
actinomicético y alrededor del 40% de origen micético (s).

En México, el 98% del total de los casos de micetoma son causados por
actinomicetos y alrededor del 86% son producidos por Nocardia brasiliensis, seguida
por Actinomadura madurae, la cual se observa en 10% de los casos ().

En México, los casos de micetoma se distribuyen en dos focos principales:
centro-occidental y centro-meridional, predomina en el sur de Guanajuato, norte de

Michoacan, parte de Jalisco y Querétaro, sur de Puebla, norte de Oaxaca y Guerrero ().
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En una encuesta realizada en nuestro pais para determinar la incidencia del
micetoma en México, se obtuvo informacion de un total de 2015 casos de micetoma en
un periodo de 30 afios (1956-1985) con una incidencia promedio de 70 casos anuales.
De los 2015 casos, 350 fueron obtenidos del Servicio de Dermatologia de nuestro
hospital. En este estudio los estados con mayor incidencia fueron: Jalisco, Nuevo Ledn,
San Luis Potosi, Morelos y Guerrero ).

En nuestro hospital, en la tesis del MCP Humberto Cantl (7, se realizo la
estadistica de enero de 1990 a diciembre de 2003 en 101 casos de micetoma que se
trataron en el Servicio de Dermatologia. En promedio se reportaron 8 pacientes
anuales. Del total de pacientes, 42% provenientes del estado de Nuevo Leon,
observandose en Monterrey 19 casos, Montemorelos, Dr. Arroyo y Linares 5 casos en
cada uno y en Galeana 3 casos. 20% de los pacientes provenian de SLP y 13% de

Tamaulipas. EI 25% restante provenian de Zacatecas, Jalisco, Veracruz e Hidalgo (7).
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CAPITULO 3

PATOGENIA

Esta enfermedad ocurre tras la penetracion en la piel del agente etiologico (pies
descalzos 0 manos) en areas traumatizadas o con heridas (). Esta infeccion afecta la
piel, y se disemina a través de la fascia y tejido celular subcutaneo hasta invadir y
destruir tejido conectivo y hueso, y pueden diseminarse (dependiendo de su
localizacion) por la cavidad torécica, la abdominal o por otras regiones del cuerpo. Asi
mismo, pueden causar deformaciones de las partes afectadas, asi como también pérdida
de su funcién. Estas infecciones, de manera ocasional, pueden llegar a ser fatales (s).

Clinicamente se caracteriza por tumefaccion de la regidén anatomica afectada,
con una deformidad de la misma y posteriormente la produccion de abscesos y
fistulas, los cuales drenan una secrecién purulenta, que contiene al agente causal (s).

La primera manifestacion es la presencia de una papula pequefia indolora en
planta o dorso del pie, la cual aumenta paulatinamente su volumen y posteriormente la
piel se rompe y aparecen nddulos, abscesos y tractos fistulosos en la piel afectada.
Estas lesiones se propagan a sitios adyacentes y mientras nuevas lesiones se forman,

las antiguas se resuelven y dejan cicatrices.
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La afeccion Osea depende de la virulencia del organismo infectante y la
respuesta inmune del hospedero (i6). En la mayoria de los casos el involucro a hueso
aparece en las etapas tardias de la enfermedad en lesiones que han durado varios afios,
sin embargo en algunos casos puede aparecer mas temprano.

Los microorganismos causales se localizan en los abscesos que
histoldgicamente estan caracterizados por granulomas, que contienen numerosos
polimorfonucleares, células gigantes, plasmaticas e histiocitos, algunos de estos
organismos pueden ser identificados por su tamafo, color, consistencia Yy
caracteristicas tintoriales, asi como por la presencia de hifas macro o microsifonadas (s).

El micetoma predomina en hombres entre 20-40 afios de edad, y es mas comdn
en granjeros y trabajadores de areas rurales, quienes se encuentran expuestos a sufrir
heridas penetrantes con madera, piedras y/o astillas (16).

Los sitios anatdmicos mas frecuentemente afectados son miembros inferiores y
tronco, pero se puede encontrar en cualquier region del cuerpo ().

Los mecanismos de infeccion de los agentes causales del actinomicetoma han

sido estudiados utilizando modelos animales tanto murino como modelo en rata (9, 10,

11, 12, 13).

Gonzalez-Ochoa y cols. (26), fueron los primeros en desarrollar micetoma
experimental en ratones por N. brasiliensis observando la formacion de granos al
inocular la bacteria de manera intraperitoneal. Macotela-Ruiz y Mariat en 1963
produjeron lesiones experimentales al inocular N. brasiliensis o N. asteroides en

cavidad peritoneal o tejido celular subcutaneo de hamster y cobayos (14).
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En 1969, Gonzélez-Ochoa produjo micetomas experimentales con éxito en el
cojinete plantar de ratones, lo cual representa la via de entrada de Nocardia brasiliensis
al tejido humano (11).

Mas adelante, Salinas, y cols. desarrollaron micetoma experimental en ratones
BALBI/c, cultivando en agar cerebro-corazon una suspension unicelular conteniendo
10" UFC por ml. Se inyectaron alicuotas de la suspensién en solucién salina en
cojinete plantar de los ratones (is).

Vera-Cabrera y cols. desarrollaron  micetomas experimentales por N.
brasiliensis en ratas, las cuales desarrollaron lesiones, pero a los 20 dias comenzaron a
tener curacion sin aplicacion de tratamiento alguno, a diferencia del ratén, en los cuales
puede desarrollarse una infeccion crénica. Por lo cual se concluy6 que el sistema

inmune de las ratas es mas eficiente para resolver esta infeccion (13).
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CAPITULO 4

TRATAMIENTO

El tratamiento de los actinomicetomas esta basado en agentes antimicrobianos y
en los eumicetomas se basa en antifungicos y tratamiento quirurgico (7).

Con respecto a los actinomicetomas, se han empleado en su terapéutica
diversos antimicrobianos, entre ellos las sulfonamidas (DDS, sulfametoxipiridazina y
sulfadoxina), isoniacida, minociclina, imipenem, estreptomicina, rifampicina,
tetraciclinas, amoxicilina/acido clavulanico y trimetoprim/sulfametoxazol (17). Este
altimo se utiliza en el tratamiento para los casos de micetoma no complicados y
pequefios. La tasa mas alta de curacion con este régimen de tratamiento es del 70%
(TMP/SXT 8 y 40 mg/kg/dia) (17.18). Hay pacientes que no responden a esta terapia, y
en esos casos esta indicada la combinacién con otros antimicrobianos (23). Las
principales reacciones adversas a las sulfas son trastornos gastrointestinales, dermatitis
reaccionales y anemia, leucopenia, etc. (1s).

La respuesta terapéutica puede incrementarse al agregar diaminodifenilsulfona
durante 1 mes al esquema de TMP/SXT 7. En los casos que no responden a

TMP/SXT, puede utilizarse amoxicilina-acido clavulanico 1.5 gr/dia durante 6 meses

(18).
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En nuestro Servicio de Dermatologia los casos de micetomas extensos, 0
aquéllos que afecten hueso o tengan tendencia a diseminarse a 6rganos vecinos, 0
bien, aquéllos que no responden a este tratamiento se emplea una combinacion de
amikacina/trimetoprim sulfametoxazol. La amikacina es un aminoglucosido que tiene
efectos colaterales principalmente a nivel renal y auditivo (7). A nivel auditivo puede
causar una hipoacusia neurosensorial minima a moderada y a nivel renal una caida en
la depuracién de creatinina; ambas reacciones adversas requieren de una disminucion
en la dosis de amikacina 7. Aunque la disfuncion renal es reversible, la hipoacusia
puede no serlo (27).

El tratamiento combinado se administra en ciclos, denominando un ciclo como
el periodo de la administracion simultanea de amikacina (15 mg/kg/dia) dividida en 2
dosis diarias por 3 semanas y TMP/SXT (7-35 mg/kg/dia) por 5 semanas (1s). Con esta
terapia se obtuvo una tasa de curacion del 95% en una serie de 52 casos de micetoma
(18). En caso de resistencia a la amikacina puede utilizarse netilmicina.

En casos de nocardiosis sistémica, pulmonar o afeccion a sistema nervioso
central la terapia convencional con TMP/SXT resulta poco eficaz y se requiere
combinar con otros antimicrobianos como amikacina, imipenem y ceftriaxona.

Estos agentes pueden combinarse con una sulfonamida, pero la administracion
intravenosa por periodos de 6 a 12 meses la hace poco préctica. (49)

Sin embargo, debido a la resistencia adquirida de las bacterias a los
antimicrobianos y a la nefrotoxicidad y ototoxicidad potenciales con el uso de
amikacina, es necesario contar con alternativas terapéuticas que sean eficaces contra el

micetoma y con menos efectos adversos.
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GOmez-Flores y cols.  determinaron la actividad in vitro de varios
antimicrobianos contra 30 cepas de Nocardia brasiliensis 1. Los antimicrobianos
probados por el método de difusion en disco que tuvieron efecto en més del 66% de las
cepas fueron: linezolid, amikacina, gentamicina, isepamicina, netilmicina, tobramicina,
minociclina, amoxicilina — &cido clavulénico, piperacilina-tazobactam, nitroxolina y
espiramicina. La actividad de las drogas se confirmé por el método de microdilucion
en caldo (21).

Las oxazolidinonas son antimicrobianos de reciente desarrollo, fueron
descubiertas por Du Pont Pharmaceuticals en los 80’s, pero sus primeros analogos
(DuP 105 y DuP 721) no pudieron ser sintetizadas como farmacos. Upjohn reinici6 la
investigacion en los 90s, llegando a la sintesis de linezolid y eperezolid (60).

Las oxazolidinonas son inhibidores de la sintesis de proteinas (67); se unen a la
subunidad 50S ribosomal, previniendo la formacion del complejo de iniciacion de la
sintesis proteica, evitando la traduccion del mRNA 2) en un sitio en el que no
compite con otros antimicrobianos (59). Rara vez se ha reportado desarrollo de
resistencia a estos compuestos (28,59). Tienen actividad in vitro contra S. aureus, S.
pneumoniae resistente a penicilina y enterococos multi-drogo resistentes (67,70).

Las oxazolidinonas han mostrado actividad en modelo murino de infecciones

sistémicas causadas por estos organismos (68).
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El primer compuesto aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) de
Estados Unidos es linezolid (63), el cual ha mostrado actividad inhibitoria in vitro
contra bacterias gram positivas, Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus
spp., incluyendo cepas multiresistentes, con CMIso ente 0.5 y 4 pg/mL (64,69).

Ademés, muestra actividad inhibitoria contra varias actinobacterias gram
positivas, incluyendo Nocardia, Actinomadura y M. tuberculosis (22,29,30,44). El
linezolid ha sido el primer antimicrobiano con actividad ante todas las especies de
Nocardia, @5) incluyendo especies resistentes, tales como N. farcinica y N.
transvalensis (45).

Linezolid es eficaz al ser administrado tanto por via intravenosa como por via
oral; técnicamente se clasifica como bacteriostatico contra un buen numero de
patdgenos in vitro, pero in vivo se comporta como un antimicrobiano bactericida (61).

En nuestro laboratorio, Gémez-Flores y cols. reportaron la actividad in vitro de
linezolid, la cual fue comparable a la de la amikacina, trimetoprim/sulfametoxazol y
amoxicilina-acido clavulanico contra 25 cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de
pacientes con micetoma (20). En este estudio todas las cepas probadas fueron
sensibles a linezolid (CMlgo 2 pg/ml y CMIsp 1pug/ml), con efectividad comparable a la
de amikacina (CMlgy 4 pg/ml y CMlsy 2 pg/ml), amoxicilina - acido clavulanico
(CMlgo 4 pg/ml y CMlsg 2 pg/ml) y TMP/SXT (CMlgo 9.5/0.5 pg/ml CMlso 9.5/0.5
pag/ml) (20).

Posteriormente, se probo la actividad de linezolid, amoxicilina - acido
clavulanico y amikacina en un modelo de micetoma experimental en ratones BALB/c,
observandose la actividad mas alta con linezolid, seguida por amoxicilina — acido

clavulanico y amikacina. (21)
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Linezolid ha sido utilizado con éxito en el manejo de abscesos cerebrales por
N. farcinica en receptores pediatricos de transplante renal (47) y ha sido probado
eficazmente en un paciente de nuestro servicio de Dermatologia con nocardiosis
subcuténea por Nocardia transvaliensis asociada con linfopenia CD4+ idiopatica, con
abscesos metastaticos, el cual fue resistente a sulfas, aminoglucosidos y quinolonas.
Se le administrd linezolid v/o, 600 mg/dia por 3 meses, obteniendo su curacién total
(18).

Cuando linezolid es aplicado por largos periodos de tiempo puede causar
efectos adversos, tales como mielosupresion y neuropatia periférica (31). Por tal
motivo hemos buscado otras oxazolidinonas méas potentes y con una menor toxicidad,
debido a que el micetoma es una infeccion cronica y los tratamientos largos.

El DA-7867 (S) — [N-3-(4-[2-(1-metil-5-tetrazoil)- piridin - 5 — il] — 3 —
fluorofenil) 2 — oxo — 5 — oxazolidinil] metil-acetamida), es una oxazolidinona
experimental, el cual es mas activo que linezolid contra microorganismos gram
positivos y gram negativos.(46) Tiene una alta actividad inhibitoria in vitro contra
Nocardia brasiliensis a concentraciones menores que linezolid; esto hace a DA-7867
una excelente candidata a ser probada in vivo (22) .

Por otro lado, las quinolonas son un grupo de antimicrobianos con poca o nula
actividad in vitro contra Nocardia brasiliensis. En contraste, las quinolonas de més
reciente desarrollo, tales como gatifloxacino, moxifloxacino y garenoxacino han
mostrado una alta actividad inhibitoria in vitro ante este microorganismo, mostrando

valores de CMI similares a aquéllas presentadas por amikacina y linezolid (22).
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Las primeras fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, tienen un espectro
limitado de actividad antibacteriana, principalmente contra microorganismos gram
negativos; en cambio las nuevas fluoroquinolonas (moxifloxacino, gatifloxacino,
levofloxacino, grepanoxacino, trovafloxacino) con sus modificaciones quimicas logran
tener una actividad contra microorganismos gram positivos y anaerobios. (52, 53) Los
pardmetros farmacoquinéticos en humanos de estas nuevas fluoroquinolonas son més
favorables (mayores &reas bajos la curva, Cmax y vida media) que aquéllos del
ciprofloxacino. (s4, 55,56,72).

Gatifloxacino es una 8-metoxi-fluoroguinolona (72), que inhibe la DNA girasa y
la topoisomerasa IV. Tiene una potente actividad inhibitoria contra N. brasiliensis in
vitro, (22) ademas de un amplio espectro de patdgenos susceptibles tales como
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis.(72)
Gatifloxacino tiene eficacia probada in vitro e in vivo contra M. tuberculosis (71),
organismo filogenéticamente similar a N. brasiliensis, por lo cual su eficacia podria ser
comparable.

Garenoxacino es una des-fluoroguinolona con actividad contra patdgenos gram
positivos y gram negativos, aerobios y anaerobios. Es la quinolona con mayor
actividad in vitro contra N. brasiliensis. (48)

Por lo dicho anteriormente, es importante confirmar la actividad de estas
quinolonas en la infeccion por Nocardia brasiliensis en un modelo animal antes de

considerar su utilizacion en humanos.
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CAPITULO 5

IMPORTANCIA

El actinomicetoma es una enfermedad endémica en nuestro pais, y debido a la
resistencia o falta de efectividad de los antimicrobianos empleados y toxicidad
secundaria, es importante evaluar la actividad de otros antimicrobianos que puedan

funcionar como alternativas en el tratamiento del micetoma por Nocardia brasiliensis.
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CAPITULO 6

ORIGINALIDAD

Hasta la fecha no se conoce el efecto in vivo de DA-7867, gatifloxacino, y

garenoxacino en modelos experimentales de actinomicetoma.
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CAPITULO 7

JUSTIFICACION

Los efectos de los antimicrobianos in vitro pueden no suceder in vivo, ya que
las condiciones del medio comparados con la de los tejidos son muy diferentes. Las
drogas pueden ser inactivadas, metabolizadas a otros compuestos o al contrario, ser
bioguimicamente cambiadas a componentes activos. Es por esto importante corroborar
los hallazgos observados in vitro con un medio experimental in vivo antes de probar las
drogas en humanos. Para ello utilizaremos un modelo de micetoma experimental en

ratones BALB/c.
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CAPITULO 8

HIPOTESIS

Nocardia brasiliensis es sensible in vivo a DA-7867, garenoxacino y gatifloxacino.
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CAPITULO 9

OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia de nuevas terapias con DA-7867, gatifloxacino y
garenoxacino contra N. brasiliensis, en un modelo experimental in vivo en ratones

BALBI/c.
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CAPITULO 10
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar los niveles plasmaticos de linezolid, gatifloxacino, garenoxacino

y DA-7867 en ratones BALBI/c.

2. Realizar terapia experimental in vivo en ratones BALB/c previamente
infectados con N. brasiliensis con linezolid, gatifloxacino, garenoxacino y

DA-7867, ademas de linezoid en combinacion con gatifloxacino.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio experimental in vitro e in vivo prospectivo, longitudinal.
11.1. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de los antimicrobianos

El DA-7867 nos fue proporcionado por Dong-A Pharm (Korea); linezolid nos
fue proporcionado por sus fabricantes (Pharmacia and Upjohn, Kalamazoo, Mich);
garenoxacino y gatifloxacino fueron adquiridos de Bristol-Myers Squibb (Princeton,
N.J.).

Se determinaron las concentraciones en plasma de linezolid, gatifloxacino,
garenoxacino y DA-7867 en ratones BALB/c, con el fin de observar los picos
plasmaéticos y asi determinar la posologia que seria utilizada al momento de realizar los
ensayos terapéuticos. Para ello se utilizaron 3 dosis de cada antimicrobiano. Las dosis
de linezolid probadas fueron 10 mg/kg, 25 mg/kg y 50 mg/kg, basada su eleccién en
estudios previos in vivo realizados por Gomez-Flores y cols. (21

Las dosis de DA-7867 fueron 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg y 50 mg/kg,
basados en estudios previos en ratones con otras bacterias y de farmacocinética del
mismo en ratas (2s). Las dosis de garenoxacino fueron de 25 mg/kg, 50 mg/kg y 75

mg/kg.
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Las dosis de gatifloxacino fueron 50 mg/kg, 75 mg/kg y 100 mg/kg,
seleccionadas en base a un estudio previo de farmacocinética y farmacodinamica en
modelo murino infectado con S. aureus y S. pneumoniae (24).

Debido a que en el ser humano la terapia administrada via oral es mas practica,
se decidié probar en uno de nuestros ensayos terapéuticos DA-7867 por via oral. Se
optd por diluir la droga en el agua para beber; se calculd la cantidad de droga de
acuerdo a la cantidad de agua ingerida por cada ratén al dia, ajustando una dosis de
DA-7867 de 25 mg/kg. Debido a que la cantidad de antimicrobiano ingerido no puede
calcularse exactamente, se determinaron los niveles en plasma en los animales por
HPLC a los Omin, 3hr, 6hr, 9hr y 12hr después de haber comenzado a ingerir de una
nueva botella de agua con la droga en cuestion, y de esta manera se determiné si las
concentraciones alcanzadas por via oral fueron comparables con la droga administrada

por via subcutanea.

11.1.1. Preparacion de los antimicrobianos para ser administrados a los

animales

DA-7867: se diluyd la sustancia pura en 1 ml de dimetilsulfoxido (Productos Quimicos
Monterrey) + 1 ml de agua inyectable + 2 ml de PEG 400 (Sigma®).

DA-7867 via oral: fue suspendido en hidroxipropilmetilcelulosa al 10% (Sigma®) y

administrada a una dosis de 25 mg/kg en el agua de beber.
Gatifloxacino: La sustancia obtenida de la fuente comercial fue liofilizada para
concentrarla y ajustarla a la dosis usada en los ratones.

Linezolid: La sustancia pura fue pesada y diluida en solucién salina.
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Garenoxacino: Fue diluido en solucion salina.

Se trabajo 1 dosis por sesion, inyectandose de forma subcutanea en el dorso de
cada ratoén la misma dosis (excepto en 3 ratones, para el tiempo 0). Se tomaron
muestras de sangre (500uL) del seno infraorbitario de cada ratén, a los 0 min, 20 min,
40 min, 60 min, 120 min, 240 min, 360 min, 420 min, 540 min y 600 min. A los
animales tratados por via oral, se les dio en el agua de beber la droga en cuestion y se
midieron los niveles en plasma a los Omin, 3hr, 6hr, 9hr y 12hr después de que
comenzaran a ingerir de una nueva botella de agua. Por cada tiempo se tomaron
muestras a 3 ratones, formando un total de 27 ratones, los cuales se sacrificaron
posteriormente con éter. La sangre se centrifugd en microcentrifuga y se separo el

plasma, el cual se congel6 a —70° C.

11.1.2 Cuantificacion de las concentraciones plasmaticas por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion). (40)
La proteina sérica se precipitd combinando 50 pL de muestra con 150 pL de

acetonitrilo.

La mezcla fue vortexeada por 10 segundos y centrifugada por 5 minutos a
5304xg, y el sobrenadante fue filtrado por filtros de nylon de 0.45 um (Waters).

Los filtrados se vertieron en viales de 150 pL para su analisis cromatografico.

La separacion cromatografica de los antimicrobianos se obtuvo utilizando un
cromatografo liquido Waters 2690 Alliance con detector de diodo 996 (DAD) y

detector de fluorescencia 474.
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Se utilizd6 una columna Atlantis dC18 de 150 mm x 4.6 mm I|.D., con una

particula de 5 um (Waters). La temperatura de la columna se mantuvo a 30°C.

Las muestras fueron eluidas con una fase movil, la cual consiste de &cido
tricloroacético al 0.1% (solvente A) y acetonitrilo (solvente B); se utilizé un programa
de gradiente para la elucion. En el caso de DA-7867, el programa fue modificado con
un aumento en la proporcién inicial de acetonitrilo, con la finalidad de reducir el
tiempo de retencién de la droga.

La tasa de flujo de la fase mdvil fue de 1.0 mL/min y el volumen de inyeccién
fue de 10 pL. La longitud de onda determinada por DAD para linezolid fue de 254
nm. Para DA-7867, garenoxacino y gatifloxacino, las intensidades de fluorescencia
fueron medidas a una longitud de onda de excitacién de 292 nm y a una emision de
longitud de onda de 408 nm.

11.2 Desarrollo de micetoma en ratones

Para la produccion experimental del micetoma en los ratones BALB/c se siguid
el método desarrollado por Gonzalez-Ochoa y cols. (11) modificado por Gomez-Flores
y cols. (21)

11.2.1. Preparacion del inoculo

Se prepar6 el indculo de Nocardia brasiliensis cepa HU-JEG-1, la cual fue
cultivada en caldo BHI (Brain-Heart-Infusion) a una temperatura de 37°C en agitacion
continua a 110 RPM por 72 horas. Se separd la masa bacteriana por centrifugacion, y

se lavé 4 veces con solucidn salina.
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Posteriormente se macerd en un tubo de Potter-Evelham, se dejo sedimentar la
suspension y la masa bacteriana se lavo una vez mas con solucion salinay se ajusto

el inoculo a un peso neto de 20 mg de N. brasiliensis por 50 pL de solucién salina.

11.2.2 Infeccion experimental

Se inocularon ratones hembra de la cepa BALB/c de 8 a 12 semanas de edad,
mediante la inyeccion en el cojinete plantar derecho de 20 mg de peso hiumedo de
Nocardia brasiliensis, de forma subcutanea. Se hicieron revisiones semanales durante
1 mes para comprobar la eficacia del indculo para producir la infeccion.  Una vez
probada, se inocul6 al grupo que conformaria cada ensayo y una semana después de

la inoculacion se inici6 cada terapia.

11.2.3. Ensayos terapéuticos

Basados en los resultados del objetivo numero 1, se seleccionaron los
antimicrobianos que permanecieron un intervalo de tiempo mayor por encima del CMI
para Nocardia brasiliensis.

Siete dias después de la inoculacion de N. brasiliensis en el cojinete plantar
derecho de cada ratdn, se dividieron en grupos de 15 animales cada uno y se inicié la
administracion de los antimicrobianos que alcanzaron las concentraciones plasmaticas
mas altas a una sola concentracion, durante un periodo de 4 semanas.

Los medicamentos se aplicaron a nivel del dorso del animal, via subcutanea. Un

grupo actuo como control, aplicandosele Gnicamente solucion salina libre de pirégenos.
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Al grupo tratado por via oral se le administré la droga en el agua para beber, la
cual se cambiaba cada 24hr. La respuesta terapéutica se evalud clasificando las
lesiones de 0 a 4+ en el grupo control (ver figura 1), al cual le fue aplicada Unicamente
solucién salina y se comparo el efecto del tratamiento que fue evaluado en cuanto a la
inhibicion de la produccion de lesiones. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba

de ANOVA.

o Rl e

+ ++ ++++

Figural. Medicion de lesiones. Las lesiones en las patas de los ratones se basaron en
el grado de extensién, en una escala de O (representa ausencia de lesiones) hasta 4
cruces en el caso de que la inflamacidn sea severa y se extienda por encima del
metatarso. (21)
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CAPITULO 12

RESULTADOS

12.1 Determinacion de las concentraciones plasmaticas de garenoxacino,
gatifloxacino, linezolid y DA-7867.

12.1.1. Garenoxacino

Tomando en cuenta que la CMI de garenoxacino ante N. brasiliensis HUJEG-1
fue 0.5 pg/ml, podemos observar (ver figura 2) que a concentraciones de 25 y 50
mg/kg la droga no logra rebasar la CMI y a una concentracion de 75 mg/kg si se
consigue rebasarla, pero no por mas de 4 horas.

Por estas razones se decidié eliminar garenoxacino de la segunda parte del

estudio.
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Figura 2. Concentraciones en plasma de garenoxacino. Se inyectd garenoxacino por
via subcutanea a 25 (@), 50 (o) y 75 (¥) mg/kg. Cada punto representa la media de las
cuantificaciones en plasma de 3 animales.

12.1.2. Gatifloxacino

Esta droga si se mantuvo por encima del CMI para Nocardia (2 pg/ml) en las
tres dosis probadas (ver figura 3). A su mayor dosis de 100 mg/kg logré mantenerse en
plasma alrededor de 8 horas, por lo cual se decidi6 dosificarla cada 8 horas para los

ensayos terapéuticos.
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Figura 3. Concentraciones en plasma de gatifloxacino. Se inyect6 gatifloxacino por

via subcutanea a 50 (®), 75 (0) y 100 (¥) mg/kg. Cada punto representa la media de
las cuantificaciones en plasma de 3 animales.

12.1.3 Linezolid

Esta droga logré alcanzar altos niveles en plasma hasta de 70 pg/ml y se
mantuvo por encima de la CMI de N. brasiliensis (0.12 pg/ml) por mas de 6 horas en
su dosis mas alta (50 mg/kg) y a 25 mg/kg se mantuvo por encima de la CMI por mas

de 4 horas y alcanz6 una Cmax de 50 pg/ml. Se decidié inocular la droga cada 8

horas. (ver figura 4)
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Figura 4. Concentraciones en plasma de linezolid. Se inyecto linezolid por via
subcutanea a 10 (@), 25 (o) y 50 (V) mg/kg. Cada punto representa la media de las
cuantificaciones en plasma de 3 animales.

Linezolid mantuvo niveles plasmaticos altos a sus tres dosis, por encima de la

CMI para Nocardia durante aproximadamente 8 horas a 25 y 50 mg/kg.

12.1.4 DA-7867

Este medicamento alcanzé niveles plasmaticos por encima de la CMI de
Nocardia brasiliensis (0.03 pg/ml) incluso tras 10 horas de haber sido administrada a
dosis de 10 y de 25 mg/kg, con una Cmax de 200 pg/ml) a dosis de 25 mg/kg. (ver
figura 4). A 50 mg/kg alcanza una Cmax de 500 pg/kg. ( ver figura 5) Esta droga
puede administrarse cada 24 horas en los ensayos terapéuticos.

Los niveles plasmaticos encontrados en ratas fueron distintos, segun reportes de

Bae, et al. (35).
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Figura 5. Concentraciones en plasma de DA-7867. Se inyectdé DA-7867 por via
subcutanea a 10 (@), 25 (o) y 50 (¥) mg/kg. Cada punto representa la media de las
cuantificaciones en plasma de 3 animales.

Por via subcutanea, DA-7867 rebasé la CMI para Nocardia durante las 10
horas en que fue probada, aun a 10 mg/kg.

Las concentraciones en plasma de DA-7867 en agua para beber alcanzaron
niveles por encima de la CMI las 12 horas, con una Cmax de 2.8 pg/ml, 3 horas

después de empezar a beber, por lo cual se puede administrar 1 botella al dia para el

grupo que participe en los ensayos terapéuticos. (ver Figura 6).
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Figura 6. Concentraciones en plasma de DA-7867 en el agua para beber. Se
administr6 DA-7867 en el agua para beber a 25 (V) mg/kg. Cada punto representa la
media de las cuantificaciones en plasma de 3 animales.

Por esta via DA-7867 logro rebasar la CMI para Nocardia (0.03 pg/ml)

durante mas de 10 horas.
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12.2 Terapia experimental in vivo en ratones BALB/c infectados con Nocardia
brasiliensis

12.2.1 Primer ensayo terapéutico

En nuestro primer ensayo terapéutico, fueron utilizadas las 3 drogas
seleccionadas, las cuales, después de haber sido observadas sus concentraciones en
plasma, han sido linezolid, gatifloxacino y DA-7867 ademas de un grupo control. Se

dividieron los ratones hembra BALB/c en 4 grupos, de 15 ratones cada uno:

Grupo 1: Control: fueron administrados 100 pL de solucidn salina cada 8 horas via
subcutanea a nivel del lomo.

Grupo 2: Gatifloxacino 100 mg/kg (250 pL) fue administrado cada 8 horas.

Grupo 3: Linezolid 25 mg/kg (350 pL) fue administrado via subcuténea cada 8 horas.

Grupo 4: DA-7867 10 mg/kg (100 pL) fue administrada cada 24 horas via subcutanea.

Tras 4 semanas de tratamiento diario 5 dias de la semana, se procedié a medir

las patas inoculadas con N. brasiliensis en cuanto a inhibicion de produccion de

lesiones de micetoma (ver Figura 7.)
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Figura 7. Efecto de la aplicacion de linezolid a 25 mg/kg, gatifloxacino a 100 mg/kg y
DA-7867 a 10 mg/kg sobre el desarrollo de lesiones experimentales por N. brasiliensis.
Cada punto representa a un raton, y se agruparon segun el grado de inhibicion de
lesiones. Hubo diferencia estadisticamente significativa (P < 0.0001) entre los grupos
tratados con linezolid o gatifloxacino, y el grupo control.

El segundo y tercer grupo (linezolid y gatifloxacino) mostraron un mayor
grado de inhibicion de lesiones con un mayor nimero de ratones midiendo entre 1y 2
cruces. DA-7867 se comporta muy similar al grupo control, tratado sélo con solucion
salina.

Se utiliz6 la prueba de varianza de ANOVA de comparacion de grupos (ver
TABLA 1) para valorar el efecto de varios medicamentos antimicrobianos (variables
independientes) en la infeccion experimental por Nocardia brasiliensis (variable
dependiente) y asi valorar su eficacia en ratones infectados, comparados con un grupo

control, el cual fue inyectado con solucion salina Gnicamente.
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TABLA |

Andlisis de Varianza de ANOVA.

SUMA DE MEDIA DE |VALOR DE |VALOR DE
ERIENTE Rk ICUADRADOS | CUADRADOS F P
TRATAMIENTO 3 28.3 9.41 13.47 | <0.0001
ERROR 52 36.33 0.70
TOTAL 55 64.55

La P menor a 0.0001 muestra una diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos tratados y el grupo control.

La hipdtesis que se pone a prueba en el ANOVA de un factor es que las medias
poblacionales son iguales. Si son iguales significa que los grupos no difieren en la
variable dependiente y en consecuencia, la variable independiente es por tanto
independiente de la variable dependiente.

Para poner a prueba la hip6tesis de igualdad de medias se obtiene un estadistico
Ilamado F, que refleja el grado de parecido existente entre las medias que se estan
comparando. Cuanto mas diferentes sean las medias, mayor sera el valor de F.

El cociente entre las dos medias cuadréaticas proporciona el valor de F, el cual
determina si se rechaza o no la hipotesis de igualdad (la cual establece que las medias
son iguales). En esta prueba la hipotesis de igualdad fue rechazada, lo cual significa
que las medias de los grupos comparados difieren entre si, y con un valor de P

<0.0001 se concluye que la diferencia es estadisticamente significativa. (Tabla 2.)
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Para saber qué media difiere de cudl otra debimos realizar un post hoc de
comparaciones mdltiples, en este caso la prueba de DUNNET, la cual sirve para
comparar cada grupo con un grupo control. Por tanto, controla la tasa de error para k —
1 comparaciones. Por defecto, se considera que la Ultima categoria del factor es la que
define el grupo control, pero puede seleccionarse la primera categoria. Permite

efectuar tanto contrastes bilaterales como unilaterales. (Ver Figura 8).
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Figura 8. Prueba de DUNNET. Comparacion de la media de cada grupo con la del
grupo control. Gatifloxacino Yy linezolid son las que muestran una diferencia con la
media del control (P <0.0001).

En esta prueba podemos comparar la media de cada grupo con la del grupo
control. Las que muestran la diferencia son la media del grupo de linezolid y la del

grupo de gatifloxacino, ya que la media de DA-7867 es similar a la del grupo control.
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Conclusiones del primer ensayo:

1. Los grupos de linezolid y gatifloxacino lograron inhibir el desarrollo de
lesiones de micetoma en este estudio, por lo cual, en el siguiente ensayo se decidid
probarlos en combinacion y observar si existe sinergismo in vivo.

2. DA-7867 a 10 mg/kg de peso no tiene un efecto en la evolucion de lesiones de
micetoma, haciéndola indistinguible del grupo control, en el siguiente estudio pudiera

probarse a 25 mg/kg.

12.2.2. Segundo ensayo terapéutico

En este ensayo terapéutico, fue utilizado gatifloxacino subcutaneo comparado
con la combinacion gatifloxacino/linezolid a 50 mg/kg y 25 mg/kg respectivamente,
por la misma via y fueron comparados con un grupo control. Los ratones hembra
BALB/c fueron divididos en 4 grupos, de 15 ratones cada uno:

Grupo 1: Control, 100 uL de solucion salina, fue inyectado via subcutanea cada 8
horas.

Grupo 2: Gatifloxacino en combinacion con linezolid a 50 mg/kg y 25 mg/kg,
respectivamente, fue inoculado via subcutanea cada 8 horas.

Grupo 3: Gatifloxacino fue administrado a una dosis de 50 mg/kg cada 8 horas, via
subcutanea.

Tras 4 semanas de tratamiento, 5 dias por semana, se procedié a medir las
patas inoculadas con N. brasiliensis en cuanto a inhibicién de produccion de lesiones

de micetoma (ver Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la aplicacion de linezolid/gatifloxacino a 25 mg/kg y 50 mg/kg y
de gatifloxacino a 50 mg/kg sobre el desarrollo de lesiones experimentales por N.
brasiliensis. Cada punto representa a un raton, los cuales se agruparon segun el grado

de inhibicidn de lesiones. Hubo diferencia estadisticamente significativa (P < 0.0001)
entre los grupos tratados con gatifloxacino y linezolid/gatifloxacino, y el grupo control.

Se puede observar diferencia entre el grupo control y el grupo de gatifloxacino
administrado solo y en combinacion con linezolid, manteniéndose las lesiones entre 1y
2 cruces.

La prueba de ANOVA muestra una F que rechaza la hip6tesis de igualdad y
concluimos que las medias de los grupos tratados son distintas y la P < 0.0001

demuestra gque es de una forma estadisticamente significativa (ver Tabla II).
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TABLA L.

Prueba de Varianza de ANOVA

SUMADE | MEDIADE |VALORDE [VALOR DE
FUENTE DF  cUADRADOS | CUADRADOS F P
TRATAMIENTO 2 20.038 10.019 10.93 | <0.0001
ERROR 38 34.840 0.917

TOTAL 40 54.878

Esta prueba arroja una P <0.0001, lo cual demuestra una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos tratados y el grupo control.
La prueba de DUNNET se utilizé para comparar las medias de los grupos

tratados con la del control (ver Figura 10).
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Figura 10. Prueba de DUNNET del segundo ensayo terapéutico. Se observa diferencia
entre las medias de linezolid/gatifloxacino y gatifloxacino con la del grupo control (P <
0.0001).

En este andlisis observamos una diferencia entre la media del grupo
combinando linezolid y gatifloxacino y del control, al igual que la media del grupo de
gatifloxacino contra la del control.

Conclusiones del segundo ensayo terapéutico:

1. En este ensayo fue probada la actividad in vivo de gatifloxacino a 50 mg/kg,
con la cual también se obtuvo inhibicion de lesiones de micetoma, y en este caso se
pudo considerar igual de efectiva que la dosis de 100 mg/kg y tuvo menor riesgo de
toxicidad.

2. En cuanto a aplicar gatifloxacino y linezolid en combinacion, fue posible
observar que los resultados fueron muy similares al administrar cada antimicrobiano

por separado.
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12.2.3. Tercer ensayo terapéutico

Para la realizacion de este ensayo terapéutico, en el cual fue probada la
actividad de DA-7867 administrada tanto por via oral como por via subcutanea,
comparadas con un grupo control; para lo cual los ratones hembra BALB/c fueron

divididos en 4 grupos, de 15 ratones cada uno:

Grupo 1: Control 100 pL fueron administrados via subcutanea cada 24 horas.
Grupo 2: DA-7867 fue administrado a dosis de 25 mg/kg via oral cada 24 horas.
Grupo 3: DA-7867 fue administrado via subcutanea a dosis de 25 mg/kg cada 24

horas.

Tras 4 semanas de tratamiento, 5 dias por semana, se obtuvieron los siguientes

resultados (ver Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la aplicacion subcuténea y via oral de DA-7867 a 25 mg/kg.
Cada punto representa a un raton, y se agruparon segun el grado de inhibicion de
lesiones. Hubo diferencia estadisticamente significativa (P = 0.002) entre los grupos
tratados con DA-7867 v.o. y s.c. y el grupo control.

DA-7867 logr6 mantener las lesiones de micetoma entre 0 y 1 cruces
administrado por via oral, y entre 0 y 2 cruces via subcutanea.

Se realizo la prueba de varianza de ANOVA de comparacién de grupos (ver
Tabla 3). Muestra una P de 0.002, la cual es estadisticamente significativa y refirio

una diferencia entre el grupo control y los grupos tratados con DA-7867.
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TABLA 1.

Prueba de Varianza de ANOVA

SUMA DE MEDIA DE |VALOR DE |VALOR DE
FRENTE DF  cUADRADOS | CUADRADOS F P
TRATAMIENTO 2 16.72 8.36 7.42 0.002
ERROR 37 41.68 1.13
TOTAL 39 54.40

Se rechazd la hipdtesis de igualdad, y con una P de 0.002 se determiné que la
diferencia entre los grupos fue estadisticamente significativa; se realizé un analisis de

DUNNET para comparar las medias de los grupos entre si. (Tabla I11.)
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Figura 12. Prueba de DUNNET. Tercer ensayo terapéutico. Las medias de los grupos
tratados con DA-7867 mostraron diferencia al ser comparadas con la media del grupo
control (P = 0.002).

La comparacion entre las medias de los grupos mostrd diferencia entre la
media de DA-7867 tanto via oral como via subcutanea al ser comparadas con la del
grupo control.

Conclusiones del tercer ensayo:

De este ensayo podemos concluir que DA-7867 mostré eficacia al inhibir
lesiones de micetoma a una dosis de 25 mg/kg, a diferencia del primer ensayo en el
cual se prob6 a una dosis mas baja (10 mg/kg) y no solamente fue eficaz al ser

administrado por via subcutanea, sino también al ser probado en agua para beber.
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CAPITULO 13

DISCUSION

En la actualidad no existen muchas alternativas para el tratamiento del
actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. Los mas comunmente utilizados,
trimetoprim-sulfametoxazol y su combinacién con amikacina no son 100% efectivos y
se sabe que producen efectos adversos tales como sindrome de Stevens- Johnson,
hipoacusia y/o neurotoxicidad.

Debido a que estos antimicrobianos deben ser tomados por largos periodos de
tiempo, es muy importante la adherencia al tratamiento para evitar la aparicion de
resistencia. La mayoria de los pacientes con micetoma son de escasos recursos, con
bajo nivel educativo y viven en areas rurales alejadas de los hospitales y les es dificil
atenderse. Por estas razones son necesarios compuestos mas potentes y menos toxicos.

Debemos tomar en cuenta la posible variacion al probar estas drogas en
humanos, debido a que los medicamentos pudieran eliminarse mas rapido o lento del
torrente sanguineo en estos Gltimos.

Las fluoroquinolonas han sido utilizadas exitosamente en el tratamiento de
infecciones causadas por micobacterias (42). Diferentes quinolonas, tales como
ciprofloxacino han mostrado eficacia en infecciones por actinomicetos aerdbicos,

como Nocardia asteroides y micobacterias (38,43).
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A pesar de que las quinolonas han sido utilizadas eficazmente en el tratamiento
de algunas infecciones por Nocardia spp. (22,34), no han sido utilizadas en la
terapéutica de infecciones causadas por N. brasiliensis.

Las nuevas quinolonas, tales como garenoxacino, moxifloxacino vy
gatifloxacino tienen alta actividad in vitro contra N. brasiliensis. (22) Basados en esta
premisa, gatifloxacino fue seleccionado en nuestro estudio para probar su actividad in
vivo, y fue posible observar una actividad comparable con la ya probada actividad de
linezolid. (10)

Los resultados que presentamos en este estudio por tanto demuestran un importante
efecto in vivo de gatifloxacino contra Nocardia brasiliensis, presentdndolo como una
alternativa futura para el tratamiento de actinomicetoma en humanos.

En nuestro laboratorio han sido utilizadas otras quinolonas con CMI similares a
gatifloxacino, tales como moxifloxacino, la cual ha probado tener efectos inhibitorios
in vivo en terapia experimental de micetoma por N. brasiliensis. (36)

Al término del segundo ensayo terapéutico gatifloxacino desafortunadamente se
retird del mercado por efectos adversos reportados, como aumento en el riesgo de
disglicemia en pacientes de la tercera edad (32,37).  Su regreso a la industria
farmacéutica puede depender de nuevos estudios clinicos en pacientes con
tuberculosis, en los cuales tiene una actividad muy similar al etambutol (33). En tal
caso, se seleccionarian solo pacientes jovenes no diabéticos como candidatos a
tratamiento con esta fluoroquinolona.

Linezolid ha sido utilizado eficazmente en el tratamiento de algunos casos de
nocardiosis subcutanea. (41) Después de varios meses de tratamiento han aparecido

efectos adversos tanto neurolégicos y hematologicos en algunos de estos pacientes. (31)
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En nuestra experiencia, tratamos a un paciente quien presentaba nocardiosis
subcuténea de la pierna, con diseminacion hacia abdomen y formacion de grandes
abscesos retroperitoneales. (18) La infeccion se produjo por una cepa clinicamente
resistente a amikacina, SXT y amoxicilina-acido clavulanico; fue eficazmente tratado
con linezolid a dosis de 600mg cada 24 horas por un periodo de 3 meses.  Esto nos
alentd a investigar nuevas drogas para casos resistentes de actinomicetoma.

En estudios previos in vitro observamos que cepas de Nocardia spp. y
Actinomadura madurae han mostrado ser susceptibles a antimicrobianos que no
habian sido utilizados en pacientes con micetoma, incluyendo nuevas oxazolidinonas
como DA-7867. (28)

DA-7867 tiene una mayor actividad in vitro que linezolid y amikacina; por ello
fue seleccionada para nuestro estudio.

En este estudio se observé que linezolid a dosis de 50 mg/kg permanece en el
plasma de ratones BALB/c por aproximadamente 4 horas sobre la CMI para Nocardia,
con una Cmax de 70 pg/ml. Cuando se administra en humanos por via oral la cantidad
de 600 mg cada 12 horas, linezolid alcanza una Cmax de 21.2 pg/ml con una vida
media de 5.4 horas. 45 DA-7867 alcanza concentraciones mucho mas altas en plasma
de ratén con una Cmax de 200 pg/ml a una dosis de 25 mg/kg, manteniendo niveles
encima de la CMI (0.03 pg/ml) por més de 10 horas. Por estos altos niveles
alcanzados en plasma decidimos utilizar DA-7867 a una dosis baja 10 mg/kg y
Unicamente una vez al dia; no se observo diferencia clinica con esta dosis comparada

con el grupo control.
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Cuando probamos una dosis mas alta (25 mg/kg), pudimos observar
efectividad terapéutica, comparable con aquélla de linezolid, siendo éste ultimo
administrado cada 8 horas. Esto puede deberse a la exquisita susceptibilidad de N.
brasiliensis a esta droga (CMI 0.03 pug/ml), comparada con 0.12 pg/ml de linezolid.

En el ensayo en el cual fue administrada DA-7867 a los ratones en el agua para
beber a una dosis calculada de 25 mg/kg, aun sin poder controlar del todo la cantidad
total de la droga ingerida por cada raton, pudimos observar un efecto comparable al de
DA-7867 administrada por via subcutanea. Es importante recalcar que la condicion de
los animales tratados por via oral era excelente, comparada con la manipulacion a la
que fueron sometidos aquéllos que fueron tratados con inyeccion subcutanea varias
veces al dia.

Estos resultados abren la posibilidad de administrar DA-7867 por via oral como
alternativa a la via subcutanea, lo cual seria mas comodo para el paciente. Esto es
importante, ya que el apego al tratamiento es esencial para lograr esquemas
terapéuticos exitosos a largo plazo. Otra posibilidad es impregnar inicialmente al
paciente con el medicamento via subcutdnea o0 intravenosa y posteriormente
mantenerse por via oral, como se lleva a cabo con distintos antimicrobianos en la
actualidad en pacientes humanos.

Uno de los factores mas importantes que determinan el uso de drogas
experimentales en humanos es su pobre solubilidad en agua (s0. Dong-A-Pharm ha
desarrollado una pro-droga, DA-7218, una nueva oxazolidinona, la cual se defosforila

en el cuerpo en su componente activo: DA-7157.
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La presencia del radical fosfato en DA-7218 incrementa grandemente su
solubilidad comparada con la del compuesto activo DA-7157. Esto facilita su
aplicacion en animales, debido a que la solubilidad es un factor importante en el
andlisis de nuevos compuestos in vivo, que no pueden probarse en modelos animales
por su pobre solubilidad en agua.

En nuestra institucién se ha probado su eficacia en micetoma experimental, (39)
y representa otra alternativa terapéutica para la terapia del micetoma resistente a la
terapia estandar. (39)

En un futuro pueden desarrollarse esquemas terapéuticos en ciclos, tal como el
que combina amikacina intramuscular por tres semanas y TMP/SXT por cinco
semanas, y asi disminuir el tiempo de uso de sustancias como las oxazolidinonas, ya
que linezolid al ser utilizado de manera crénica pudiera desarrollar efectos adversos.

En este estudio probamos la combinacion de linezolid y gatifloxacino y el
resultado fue muy similar al obtenido con gatifloxacino solo. Otra posibilidad seria
realizar ensayos terapéuticos combinando linezolid y TMP/SXT en ciclos o0 DA-7867 y
TMP/SXT, previamente probando sinergismo in vitro.

La terapia del actinomicetoma es dificil, no existen muchas alternativas, ademéas
de no ser 100% eficaz. En este estudio pudo demostrarse la eficacia in vivo de
gatifloxacino y el compuesto DA-7867 comparados con linezolid, medicamento con
eficacia ya probada in vivo y en humanos. La cuantificacion de los niveles plasmaticos
de estos medicamentos nos ayudaron a elegir adecuadamente la posologia a utilizar.
Se corrobora ademaés la utilidad del modelo experimental de micetoma en ratones

BALBI/c.
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CAPITULO 14

CONCLUSIONES

En este estudio pudo demostrarse la eficacia in vivo de gatifloxacino y el compuesto

DA-7867 comparados con linezolid.

Pudo probarse que actividad inhibitoria de DA-7867 por via oral en el micetoma

experimental es comparable con la de DA-7867 administrado por via subcutanea.

La cuantificacion de los niveles plasméticos de estos medicamentos nos ayudaron a

elegir adecuadamente la posologia a utilizar.

Se corrobor6 ademas la utilidad del modelo experimental de micetoma en ratones

BALBI/c.
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