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hidrotolico es un me- ~ducido a &cido dihidrofélico y éste a
h@témene especifi- acido tetrahidrofélico con la interven-
ﬁ-apsporte y cion de enzimas reductasas del acido

 de un solo car- félico empleando NADPH como dona-
en ¢ dor del hidrégeno. Las sulfanamidas
‘bloquean por inhibicién competitiva
con el acido paraamino benzoico la sin-
tesis de &cido dihidroptérico (4 - 6),
reaccién que es catalizada por la enzi-
ma ﬁmbeteza del acido dihidroptéri-o,
: nﬁ%tras que el derivado pirimid‘nico

{3 5
metoprim (’I’M) puede actuar inme-
y 809 3 1 ads

| ' ‘ ”0“4.' despus s fie Uﬁs _sulfanam1-
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letal (7), potetnmah
cia (8,9 - 11), que resulta del contacto

bacteriano con la asociacion de las sul-
fanamidas ¥ el TM. Estas asociaclo-
nes, deberian ser efectivas aun para
bacterias sulfanidoresistentes, las cua-
les necesitan adicién externa de acido
f6lico para la sintesis del acido tetrahi-
drofélico. Ademas, se ha sugerido que
asociaciones terapeuticas de doble ac-
cién, podrian prevenir resistemcias bac-
terianas (12) aducidas a gemes iden-
tificados en transposomes O segmentos
de DNA con habilidad para moverse
entre plasmidos o a otros replicones
como el cromosoma bacteriano o el ge-
noma de un bacteriéfago (11).
El presente estudio compara el efec-
to de varias sulfonarmdas en asocia-

zado y en secuéen-

e T
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MATERIALES Y METODOS
Huéspedes:

Se usaron ratones blancos machos y
hembras de edades y pesos definidos,
Los animales fuercn mantenidos apro-
ximadamente a 18°C en jaulas meta-
licas conteniendo 10 individuos por
jaula con libre acceso a comida (Moli-
nos Champion, Ecuador) y agua.

Bacterias:

C. septicum crecié en medio Hibler
durante 48 hr a 32°C y durante 15 dias
a temperatura ambiente. Posterior-
mente fueron colectados y lavados con
0.15N cloruro de sodio estéril usan-
do una centrifugadora Internacional
(Mass, E. U.) a 770 G por 30 min, lue-
go se les guarddo a —T70°C en frascos
estériles dasta su uso. Se calculd la
dOSiS l&t&l 100 (DLloo) ino-culando a
grupos de 10 ratones con promedios
de peso de 12 o de 22 g, un volumen
de O. 1 ml de estas bacterias diluidas
‘01_ N cloruro de calcio, usando
actor dﬁdﬂ'l-lci@dez y de 10. Una

!% tanto, corresponderia al
) &eiamu alta dilucion, ca-
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que consistian de asociaciones de sul-
fanamidas con trimetoprim (2, 4 di:e’-
mino —5 (3, 4, 5 — trimetoxibenzil,
pirimidina) en soluciones con bases
acuosas y alcohdlicas guardando las
proporciones 5 a 1 para las sulfamidas
y el trimetoprim, respectivamente.
Las sulfamidas usadas fueron: sulfa-
metoxazole (4 amino -N- (-metil - iso-
xazolil) benzenosulfanamida), sulfa-
diazina (4 -amino -N-2 pirimidinil
benzenosulfonamida), o la sulfadoxina
(4 - amino N-(5, 6 - dimetoxi -4- piri-
midinil) benzenosulfonamida).

Previo al uso de estos quimoterapi-
cos se hicieron valoraciones de los
principios activos usando nitrito de so-
dio para la titulaciéon de las sulfona-
mmdag Ef ‘determinando la densidad 6p-

B —'m éon m, fueron estudiadas en

Estudios de confrontacién y control:

En 2 experimentos similares, cada
raton de 13 grupos con 10 animales
adultos por grupo, fueron confronta-
dos con 1 DLy, de C. septicum. Dos
horas mas tarde, cada animal de 12 de
estos grupos, fue administrado 20 mg
de sulfametoxazole-trimetoprim
(SMZ-TM) por kg de peso; cuatro de
estos grupos recibieron tratamiento
por via intramuscular (im), otros 4
por la via intraperitoneal (ip) vy los 4
restantes fueron tratados por la via
subcutanea (SC). El tratamiento fue
repetido en tal forma que hubo 3 gru-
pos con un solo tratamiento, cada gru-
Po por una via distinta; otros 3 grupos
recibieron 2, 3 y 4 tratamientos admi-
nistrados en forma similar. El segundo
tratamientos fueron administrados a
hr. del primero; el tercero y cuarto
traatmientos fueron administrados a
las 24 hr. del primero y del segundo
respectivamente. Uno de los 13 grupos
sirvié de control, en consecuencia no
fue sometido a ningin tratamiento

I.ﬂ eonﬁmtwén con C. septicum y
el efecto de las 3 sulfonamidas en aso-
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toprim (SDI-TM) mientras que otros
dos grupos fueron tratados con sulfa-

doxina-trimetoprim (SDX-TM). Uno
de los grupos fue designado control y

no recibio tratamiento.
El efecto de la dosis de confronta-

ci6n se estudié en 12 grupos de 10 ra-
tones adultos. Los animales de 4 de
estos grupos recibieron 1 DLjgo, Otros
4 grupos recibieron 10 DLigo v los res-
tantes animales fueron confrontados
con 100 DLjgo. Tres grupos, cada uno
confrontado con 1, 10 y 100 DL 0, fue-
ron tratados 2 hr después con una dosis
de SMZ-TM, equivalente a 20 mg por
kg de pesm Otros 3 grupos confrontadcs

. mane que[!,os anteriores

.........

mientras que 3 grupos mas recibieron
SDX-TM, en forma similar a los 3 pri-
meros grupos. El grupo control no re-
cibio tratamiento.

La influencia de la edad y el peso
de los animales se estudio en 2 expe-
rimentos similares, cada uno con §
grupos de 10 animales. Cuatro de los
grupos se conformaron con animales
de 1 mes de edad entre 10 y 12 g de
peso, quienes recibieron 1 DLy, co-
rrespondiente a la mitad de la dosis
de confrontacion (dilucion 1:2) de los
animales edultos. Los 4 grupos res-
tantes se conformaron de animales de
4 meses de edad con pesos entre 20 y
24 g, confrontados con el equivalente
a 1 DL;g. Un grupo de animales jo-
venes y otro de adultos, recibieron 2
tratamientos con 20 mg de SMZ por
kg, a las 2 y 16hr después de la con-
frontaciéon. Otros 2 grupos fueron tra-
tados con SDI-TM, mientras que otros
2 grupos recibieron SDX-TM, en for-
ma similar al tratamiento descrito pa-
ra el primer grupo. Los grupos con-
W:rmhmmm tratamiento.

ue del tiempo de infec-
¢ ;‘ ticum y el tratamiento
.mm»m a razén de




SMZ — TM = Sulfametoxazol — Trimetoprim.

im — intramuscular, ip = intraperitoneal, sc = subcutdneo ===
M — numero de ratones muertos, S — nuimero de sobrevivientes
Resultados representan el promedio de 2 experimentos. Cada grupo
experimental consistié de 10 animales. Grupos control no recibieron
tratamiento y todos murieron de la infeccidn.

mero de tratamientos con SMZ-TM; la
mortalidad mas alta se observd cuan-
do el tratamiento consistié en una sola
dosis. Ademads, se observé que la so-
brevivencia parece aumentar cuando
se administra tratamientos por la via
im; otras vias como la ip o sc pare-
cen ser menos efectivas. Todos los ani-
males control que no recibieron trata-
miento y aquellos tratados que no so-
portaron la confrontacién, murieron
con infecciones caracterizadas por la
presencia de hinchazén pronunciada en

el sitio de la confrontacién y generali-
zada a nivel del abdomen y genitales.
Mientras tanto, los animales sobrevi-
vientes tratados permanecieron salu-
dables durante los 15 dias siguientes a
la confrontacién, al cabo de los cuales
se dio por terminado el experimento.

Del estudio comparativo entre las
3 sulfonamidas (Tabla III) se despren-
de que el ntimero de sobrevivientes
sumenta considerablemente cuando el
tratamiento consiste en una o dos do-
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TABLA II: Confrontacion con 1 DL de C septicum y el efecto
terapéutico de 3 sulfonamidas en asociacion con tri-

metoprim.

ASOCIACION TERAPEUTICA

ADMINISTRADA

(20 mg/kg/TRATAMIENTO
NUMERO DE TRATAMIENTOS Y RESULTADOS

1 2
M S M S
SMZ — EM 4 6 3 7
SDI — TM 3 T 1 9
SDX — TM 0 10 0 10

SMZ — TM — Sulfametoxazol — trimetoprim. SDI — TM Sulfadia-
| zina-trimetoprim SDX — TM = sulfadoxina — trime-
2 toprim.
oM = Nitimero de ratones muertos, S — ntmero de sobrevivientes.
Resultados representan el promedio de 2 experimentos. Cada grupo
vmm@nm consisti6 de 10 animales. Grupos control no recibieron
| ' 1to y todos murieron de la infeccidn.

$ 20 m por. La Tabla III indica los resultados
m ~ del efecto de varias dosis de confron-
m oibho - tacién con C. septlcum y su tratamien-
"Ihnmrh o, S doals (20 mg/kg) de varlas

wm. Nuevamente se encuentra un
m de sobnevwxmtes en
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TABLA  III: Efecto de la dosis de de confrontacién con C. septicum
segun tipo y numero de tratamientos administrados.

TIPO DE TRATAMIENTO
(1 X 20 mg/kg)
DOSIS DE CONFRONTACION Y RESULTADOS

1 DL100 10 DLIOO 100 DLIOO

y M 8 M S M S
s s S SR —< AN 6 ol 10 0 100 -0
RQISIO 20T G SDI alad m 3 7 8 2 10 0
t0q MIT- aebiSDX== TM 0 10 4 6 700 3
sup eolisups QON‘TB.L 9 1 10 0 10 0

:mwu?’ .Hl rog g U

rtos, S = numero de sobrevivientes.
sistio de 10 amnnalts. Grupos control no

a.f

Nt f
L

ol C "1 d‘lm nbmaimu'im

‘ [P
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sobrevivencia se puede observar en los
animales tratados con una sola dosis
de SMZ-TM, inclusive en las confron-
taciones con 1 DL;¢, donde se observa
mas mortalidad (60 por 100) que so-
brevivencia. Los grupos control y
aquellos tratados que soportaron la
confrontacién, murieron por la infec-
cién en el tramscurso de 2 dias. Un
animal control del grupo confrontado
con 1 DLjoo sobrevivié a la infeccién.

Resultados similares se observaron
en otros grupos de animales que reci-
bieron 2 tratamientos contra 100
DL,y de C. septicum (Tabla IV); sin
: ”;;'_'@ se mta un aumento de la so-

rencia en animales confrontados

Msiia - A smas IOS re-
qm ﬂa mortahdad es

e ——

segundo o tercer dia de la confrontg-
cion.

Lia Tabla V resume los resultados de
experimentos realizados con varias do-
sis de asociaciones entre sulfonamidas
y trimetoprim, empleadas en cada uno
de 2 tratamientos administrados des-
pués de la confrontacion con 1 DL,
de C. septicum. Se nota mayor sobre-
vivencia en animales que recibieron
20-30 mg de sulfonamidas -TM por
kg, en comparacion con aquellos que
recibieron 10 mg por kg. Nuevamen-
te se encuentran sobrevivencias mas
altas a base de SDX-TM y sobrevi-
vencias mas bajas con el uso de SMZ-
TM. Los animales que sucumbieron a
la infeccidn, incluyendo todos los con-
troles, murieron con sintomas en el
transcurso de 1 a 2 dias después de la

OTV ijhr Y
Un{‘-,‘p:t:
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SMZ — TM |
SDI — TM I
SDX — TM |
CONTROL

diazina — trimetoprim, SDX — TM = St

trimetoprim.

3 1

M = Numero de ratones muertos, S = ntimero de sobrevivientes.
Resultados representan el promedio de 2 experimentos. Cada grupo
experimental consistié de 10 animales. Grupos control ne recibieron

tratamiento.

los casos una mortalidad méas alta en
los animales jévenes de 1 mes con pe-
sos entre 10 - 12 g; en cambio en los
animales adultos de 4 meses con pesos
entre 20 y 24 g se encuentra disminu-
cion en la mortalidad. Se znotan por-
centajes de sobrevivencia mas aitos
con el tratamiento SDX-TM y meno-
res pero sobrevivencias comparativas
cuan-.do el tratamiento administrado
consistio en SDI-TM o SMZ-TM. To-
dos .1;?.5 animales controles murieron
con sintomas de infeccién en el trans-
curso de los 2 dias después de la con-
frontacién; casos similares se observa-

ron en algunos de los animales trata-
dos que no soportaron la dosis de con-
frontacion.

La influencia del tiempo de infec-
cién v el inicio del tratamiento se pue-
de apreciar en los resultados de la Ta-
bla VII. Se encuentra un aumento pro-
gresivo de la mortalidad a medida que
avanza la enfermedau antes del 1mic1o
del tratamiento con una dosis de SDX-
TM, notindose que el porcentaje de
sobrevivientes es alto cuando se ini-
cia el tratamiento simultaneamente a
]la infeccidén experimental. Este porcen-
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Influencia del tiempo de la infeccién (1 DLioo de C.
septicum antes del tratamiento con una dosis de SDX-

TM (20 mg/kg).

TABLA VII:

EVOLUCION DE LA CON-
FRONTACION (HORAS
TRANSCURRIDAS ANTES

DEL TRATAMIENTO).
RESULTADOS DESPUES DE LA INFECCION

Y DEL TRATAMIENTO

S
10

animales. Los grupos contro]l no recibie-

a del Acido paraa-
' benzoico y'mtt‘ia:n hl@queando la
| d&hm del Aci-
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do, es un potente inhibidor de la enzi-
ma reductasa del acido dihidrofélico

que en su condicion normal finalmen-
te termina con la conversion del acido

t5lico en el activo metabolito acido te-
trahidrofélico (16). Ventajosamente,
la enzima bacteriana parece Ser miles
de veces mas sensible al TM que la en-
zima de los mamiferos (17, 19).

Se ha encontrado que la asociacioén
entre sulfonamidas de corta o larga
duracién con TM (3) da como resulta-
do un efecto sinergistico de potencia-
cién (8), lo cual permite usar dosis
mucho mas pequefias, inclusive con
efectos bactericidas (7) y no solamen-
te bacteriostaticos.

Estas consideraciones bien pudieron
servir para explicar los resultados re-
portados con las 3 asociaciones de sul-
fonamidas y TM, las cuales no pare-
cian ser toxicas en las concentraciones
usadas y antes bien al ser administra-
das apropiadamente, daluu sobrevi-

En igual forma se anota la necesi-
dad de 2 o més tratamientos con SMZ-
TM para obtener sobrevivencias entre
50 y 100 por 100. Los resultados se-
guramente concuerdan con las propie-
dades del SMZ y del TM que se ca-
racterizan por su rapida aksorcién; al-
canzando valores maximos sanguineos
entre los 40 min y las 4hr dependien-
do de la via de administracién (20, 21).
Esta informacion contrasta con las vi-
das medias sanguineas relativamente
cortas, que pueden estar por las 1lhr
aproximadamente para estos farmacos
(7, 12), lo que indica la necesidad de
readministrar el tratamiento (19) pa-
ra mantener niveles terapéuticos acep-
tables por al menos 24 dr durante la
infeccion experimental.

Las propiedades farmacoldgicas
de las sulfonamidas (12) pueden ex-
plicar las diferencias que se anotan
del estudio comparativo entre las sul-
fanamidas en asociacién con TM (Ta-
bla II). Un porcentaje de sobreviven-
cia significativamente mayor se en-
cuentra en los animales tratados ~nn
SDX-TM y no parece haber diferen-
cias significativas emtre usar 1 o 2
tratamientos con SDX-TM; mas aun,
resulta atractivo el poder utilizar una
dosis terapéutica unica en vez de va-
rias. No se puede decir lo mismo de
los animales tratados con SMZ-TM, o
SDI-TM. Si bien el mecanismo
de accién de las sulfonamidas es simi-

lar, sus propiedades farmacolégicas son
‘diferentes, asi la vida media de la SDX

en el plasma es de 150 hr, en contraste

hsde&aSDIySMZ son de 16 a 11

r respectivamente; a su vez, a la
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SDX se la puede enconirar €Omo un
5 por 100 libre en el plasma, a dife-
rencia de la SDI y SMZ que pueden
existir entre un 9o y un 32 por 100
libre. El resto de la droga se acom-
pleja a la proteina del plasma, lo que
dificulta su eliminacién a través del
rifién. Ahora bien, estas observacio-
nes no pueden generalizarse, conside-
rando que algunas infecciones pue-
den reducir la concentracién de albu-
mina en el plasma y de consiguiente
reducir la habilidad de estos fArmacos
para combinarse comn dicha proteina; en
igual forma la infeccién puede ocasio-
nar dafios a la funcién renal con la
consecuente alteracién en la excrecion
urinaria de los farmacos (7, 12). Es
procedente anotar también que la ra-
ta de excrecién urinaria de las sulfa-
namidas y del TM depende del pH de
la orina (11) porque en condiciones
alcalinas se incrementa la cantidad de
SMZ recolectado y decrece el TM,
mientras que en condiciones acidas es
‘el TM el que puede ser recolectado en
~ Se pueden observar diferencias sig-
ativas en las sobrevivencias de ani-

ales confrontados con dosis letales

T Ym*ﬁados com los quimo-
s en estudio (Tablas III,
ota la dificultad de controlar
1 cuando la confrontacién es
y ﬂ’ asi al usar 100 DL co-
ulum de confrontacién se ob-
i r&’ﬁ&ades que van desde el

=2 s .

erencias entre el uso de una sulfa-
- mamida u otra. Diferencias signifcati-
- vas se pueden anotar cuando las dosis

de confrontaciém consisten de 1 o de 1(
DIL.o, encontrandose sobrevivenciag
mas altas en los animales tratados con
SDX-TM.

Varias concentraciones por dosis de
tratamiento se ensayaron en grupos de
animales infectados con 1 D1y, de C.
septicum y que recibieron 2 dosis de
10, 20 o 30 mg de dosis tratante por
kg de peso. No parece haber diferen-
cias significativas entre los animales
tratados con 20 o con 30 mg de sulfa-
namidas -TM, por kg de peso y se mota
una ligera disminucion de la sobrevi-
vencia en los grupos que recibieron 2
dosis de SMZ-TM y SDX-TM a razén
de 10 mg por kg. Estos experimentos
indican que la dosis de tratamiento
optimo se emcuentra entre los 20 mg
por kg por dosis y que un aumento al
doble de la dosis no parece alterar los
resultados (Tabla V). Otros investiga-
dores (22, 23) han tratado exitosa-
mente infecciones urinarias en perrcs
y gatos usando dosis aproximadas a los
20 mg de asociaciones SMZ-TM o
SDI-TM, por kg de peso.

La importancia de la edad y el peso
de los animales, asi como el efecto del
tipo de tratamiento administrados a
estos ratones infectados con 1 DL de
C. septicum, queda demostrado en los
resultados de la Tabla VI. Se aclara
que 1 DL, en animales de 1 mes, con
pesos entre 10 y 12 g, corresponde a la
mitad del nimero de esporas que equi-
valen a 1 DLloo en los animales adul-
tos. Los resultados demuestran sobre-
vivencias significativamente mas altas

“en los animales adultos, mientras que

los animales més jovenes parecen ser



LA ASOCIACION SULFANAMIDA -TRIMETOPRIM EN INFECCIONES 19

3
s

mas susceptibles, a pesar de haber re-
cibido dosis letales ¥y terapéuticas
1g'ua11mecnte proporcionales a las reci-
bidas por los animales adultos, en fun-
ci6n del peso del animal.

La importancia del tratamiento cpor-
tuno queda demostrado en los experi-
mentos sobre la influencia del tiempo
de infeccion en ratomes confrontados
con 1 DLy de C. septicum y tratados
con 20 mg de SDX-TM por kg de peso
(Tabla VII). Se nota que el porcenta-
je de sobrevivencias s alto cuando el
tratamiento es iniciado hasta 2 hr des-
pués de la confrontacién, o pasadas las
2 hr en estos experimentos se nota un
avance progresivo de la mortalidad al
extremo que ninguno de los tratamien-
tos i'esul'té ser efectivo al iniciarse 24
br despu&s de la infeccién. C. septi-

1ce potente exntuﬂnas (24),

epn A f RV iy

dosis 6ptimas y la influencia del ntime-
ro de dosis de cada tratamiento en el
curso de infecciones letales. Se obser-
vo la influencia de la edad y peso de
los animales confrontados, asi como el
tiempo de la infeceién transcurrido
antes del tratamiento. Los resultados
obtenidos demuestran la efectividad
de estos quimoteradpicos de amplio es-
pectro en el control de infecciones le-
tales con C. septicum. Esta efectivi-
dad parece depender del inoculum de
confrontacién usado, de la edad y peso
de los animales huéspedes, del tiempo
de la infeccién trancurrida antes del
tratamiemto, asi como de la via de ad-
ministracion y del tipo de tratamien-
to usado. Una combinacién cuidadosa
de estos parametros, especialmente
cuando se us6 al asociacién terapéuti-
ca sulfadoxina-trimetoprim por la via
intramuscular, dio como resultado al-
tos niumeros de sobrevivencia ante in-
fecciones que en animales controles re-
sultaron ser letales. Se discute el sig-

nificado de estas observaciones en tér-

minos del curso de la infeccion bacte-

riatpa dependiente del mecanismo de
“accién de cada asociacién terapéutica

! 'F, - l‘* ‘I-
TRE1
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administration, as well as -opt-iffm.im
dosages and number of doses adr?'ums—
tered during the course of lethal infec-
tions. The influence of age and weight
of the host as well as time of infection
before treatment was also observed.
The results obtained showed that
broad spectrum chemotherapeutics are
effective against letha] challenge with
C. septicum. This effectiveness appea-
red to depend on the challenge inocu-
lum used as well as on the age and
weight of the host. The time of infec-
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