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RESUMEN

Introduccion

El uso de los antibiéticos aminoglucésidos esta limitado por la nefrotoxicidad que
producen. El dafio primario se produce en las células tubulares proximales vy
posteriormente se afectan los glomérulos. La ficocianina-c acelera la recuperacion de los
tubulos debido a sus propiedades antioxidantes. En este trabajo se evalu6 el efecto de la
ficocianina-c sobre la morfologia glomerular de ratas en la fase recuperativa del darfio
renal inducido por un tratamiento crénico con kanamicina.

Materiales y métodos

Se utilizaron 29 ratas Wistar adultas machos distribuidas en cinco grupos tratados durante
20 dias con: PBS (Control), kanamicina (Kanamicina) y los tres restantes con ficocianina-c
(5 y 10 mg/kg) y kanamicina (Ficocianina Concomitante 5, Ficocianina Concomitante 10 y
Ficocianina Precondicionado 10). El grupo Ficocianina Precondicionado 10 recibi6 ademas
un pretratamiento con ficocianina-c durante 4 dias. A los 90 dias de iniciado el
experimento, se extrajeron los rifiones, se incluyeron en parafina y se tifieron con
hematoxilina y eosina y acido peryddico de Schiff. Se evaluaron los glomérulos en 10
campos de Ila zona cortical, mediante estudios morfolégicos cualitativos vy
semicuantitativos, utilizando microscopia 6ptica.

Resultados

Los tratamientos concomitante (10 mg/kg) y precondicionante con ficocianina-c redujeron
la expansion mesangial y el dafio glomerular inducido por kanamicina. La celularidad
mesangial se comporté como en el grupo Control. El pretratamiento con ficocianina-c
provoco disminucion de las sinequias.

Conclusiones

La ficocianina-c contribuye a evitar los efectos tardios de la kanamicina sobre los
glomérulos renales, lo que podria ser de gran utilidad para mitigar la accién nefrotéxica

de la antibioticoterapia con aminoglucésidos.
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INTRODUCCION

La ficocianina-c es un pigmento fotosintético biliproteico que se extrae de algas verde
azules de agua fresca, como Spirulina sp.* Presenta diversas propiedades farmacolégicas
relacionadas con su actividad antioxidante.? El efecto nefroprotector de tratamientos con
ficocianina-c y también con Spirulina sp. sobre la morfologia tubular se ha demostrado en
modelos de dafio agudo inducido por gentamicina en ratas.®® Todos estos estudios tiene
en comun la evaluacion de la morfologia tubular durante la fase aguda, sin embargo son
pocas o ninguna las investigaciones realizadas en la morfologia glomerular durante la fase
recuperativa.

En un estudio anterior de nuestro grupo se demostro el efecto protector de la ficocianina-c
sobre los tubulos proximales, evaluada durante la fase recuperativa, en un modelo de
dafio por kanamicina en ratas y ratones.®

Los aminoglucésidos (AMG) son antibiéticos naturales (obtenidos a partir de
actinomicetos) o semisintéticos. Se usan frecuentemente en el tratamiento de una
variedad de infecciones producidas por bacterias Gram negativas y endocarditis
bacteriana.’

Los beneficios clinicos de estos agentes se ven limitados por la nefrotoxicidad, que es uno

de sus efectos secundarios mas persistentes y graves.®®

Algunas caracteristicas
fisicoquimicas y farmacocinéticas de los AMG como su rapido transporte, gran
acumulacién y retencién durante periodos prolongados, contribuyen a desarrollar el dafio
renal X2

Actualmente, a pesar de sus acciones téxicas, estd aumentando la prescripcion de los
AMG, debido a la disminucion de la resistencia bacteriana global y a su diversidad
estructural, que evita la resistencia cruzada.2 Ademadas, con la reemergencia de la
tuberculosis a nivel mundial en los dltimos afos, se ha incrementado el uso de los AMG
estreptomicina, kanamicina y amikacina, considerados actualmente como medicamentos
antituberculosos de segunda linea por la Organizaciéon Mundial de la Salud.***?

Dentro de los mecanismos fisiopatoldgicos del dafio renal por AMG, se ha comprobado que
estos inducen generacién de especies reactivas del oxigeno. Inicialmente, esto conduce
a la muerte de las células epiteliales de los tubulos proximales (fase de necrosis tubular
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aguda) posteriormente, a la contraccién vascular y mesangial en los glomérulos, al
mismo tiempo que el epitelio tubular se regenera (fase recuperativa).’® Ademas, se
favorece un proceso inflamatorio.*

El uso de nefroprotectores podria mejorar el perfil téxico farmacoldgico y la utilidad clinica
de estos farmacos.® Segun resultados experimentales, el uso de agentes con propiedades

antioxidantes disminuye la nefrotoxicidad provocada por los AMG.12-22



El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la ficocianina-c sobre la
morfologia glomerular de ratas durante la fase recuperativa del dafio inducido por un

tratamiento crénico con kanamicina.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 29 ratas Wistar machos con un peso de 320-350 g aproximadamente,
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB). Los procedimientos se realizaron segun lo aprobado por los Comités
Internacionales para el Cuidado de los Animales y de acuerdo con las regulaciones
cubanas para la experimentacion animal, acorde con las guias éticas para la investigacion.
Se alimentaron con dieta estandar comercial y ad libitum. Se mantuvieron en estas
condiciones antes y durante el experimento. Se distribuyeron en cinco grupos los cuales
fueron tratados una vez al dia durante 20 dias: un grupo Control y los grupos Kanamicina,
Ficocianina Concomitante 5, Ficocianina Concomitante 10y Ficocianina Precondicionado 10
(Tabla 1).

Se emple6é kanamicina-100 (dmpulas de inyeccién de 100 mg/mL, de Laboratorios AICA,
La Habana, Cuba); Ficocianina-c (Biodelta PTY Ltd, 30 % de pureza a partir de Spirulina
platensis) y una disoluciéon de cloruro de sodio 0,1 mol/L. pH 7.2-7.4 (PBS).

La disolucién de ficocianina-c se preparé a razén de 2,5 mg/mL para lo cual se pes6 1 g de
ficocianina-c, se diluyé en 400 mL de PBS estéril y se homogenizé en un agitador hasta su
completa disolucién.

Los tratamientos se administraron por la mafiana. La ficocianina-c se administré primero y
posteriormente la kanamicina. A los 90 dias de iniciado el experimento, se efectud la
eutanasia por sobredosis de tiopental sédico 50 mg/kg de peso y se extrajeron los rifiones
para el analisis histopatolégico.

Procesamiento histologico

Los rifiones extraidos se seccionaron mediante un corte sagital a través del hilio, se fijaron
en una disolucién estabilizadora de formol 10% en PBS y se incluyeron en parafina. Se
realizaron cortes de 3-4 ym de grosor, se tifieron con hematoxilina y eosina y acido
peryédico de Schiff (PAS).2

Analisis morfolégico cualitativo y semicuantitativo

Se utilizé6 una ldmina histolégica tefiida con PAS por animal y se evaluaron 10 campos
tomados al azar en la zona cortical desde el polo superior al inferior, a 400 X mediante un
microscopio 6ptico OLYMPUS BX 53 y las imagenes se tomaron con una camara CDP 73
acoplada al microscopio.

Analisis semicuantitativo



Por cada campo se tuvieron en cuenta los glomérulos que aparecian en toda su extension
y se evalud el dafio en cuanto a las variables siguientes: presencia de sinequias en el
ovillo glomerular (adherencia a la capsula de Bowman que puede ser a través de una
unién fibrilar o de tipo celular); hipercelularidad mesangial (presencia de mas de tres
nucleos en el mesangio); expansion mesangial (incremento de las zonas coloreadas en el
mesangio). Para determinar el dafio glomerular se promediaron las tres variables
estudiadas.

Para el andlisis de las variables de dafio glomerular se le asigné 0 a la estructura
histologica normal y 1 a la condicidon patoldgica. Para la cuantificacion de las variables se
utilizé el método descrito previamente, utilizando el programa.Net platform/Visual Studio
2008 environment, C# language, en el cual se promedian los glomérulos dafiados por
campo histolégico y se obtienen 10 valores por animal.?

Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico Graph Pad Prism 5.00 para Windows. Se realizaron
comparaciones entre todos los grupos con respecto al porcentaje de glomérulos dafiados
por campo histoldgico para cada variable. Las diferencias estadisticas entre los grupos de
tratamiento se determinaron mediante las pruebas no paramétricas Kruskal Wallis y de
comparaciones multiples de Dunn. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p<0.05.

RESULTADOS

Analisis cualitativo

En el grupo Control la morfologia glomerular se caracteriz6 por la presencia de
corpusculos renales normales (Figura 1).

En el grupo Kanamicina se presentaron zonas de glomérulos dafiados alternando con
zonas aisladas de estructura normal. Se observaron glomérulos con diferentes grados de
severidad de dafio, desde parcialmente dafiados hasta degenerados completamente
(Figura 2).

En los glomérulos parcialmente dafiados se observaron sinequias, obliteraciéon de las luces
capilares de algunos lobulillos, hipercelularidad y aumento de la matriz del mesangio, lo
que le confirié un aspecto ensanchado. En zonas aledafias extraglomerulares se identificé
infiltrado inflamatorio intersticial. Ademas, se aprecid dilatacion irregular del espacio de
Bowman y retraccién del ovillo glomerular.

En los glomérulos degenerados completamente se observé la membrana basal engrosada,
marcada retraccion del ovillo glomerular con obliteracion de las luces capilares y gran
ensanchamiento del espacio de Bowman.

En los grupos Ficocianina Concomitante 5 y 10 se observaron sinequias, obliteracion de las

luces capilares de algunos lobulillos; hipercelularidad y aumento de la matriz del



mesangio; en algunos glomérulos la membrana basal de la cdpsula de Bowman estaba
engrosada. En algunos casos, se aprecié dilatacion irregular del espacio de Bowman y
retraccion del ovillo glomerular. No obstante, estos dafios fueron menos notables en el
grupo Ficocianina Concomitante 10.

El grupo Ficocianina Precondicionado 10 presentd extensas areas de glomérulos
conservados con un comportamiento similar al grupo Control (Figura 3).

Analisis semicuantitativo

La kanamicina provocd un aumento del mesangio a expensas de la matriz y las células
mesangiales. Los grupos tratados con ficocianina 10 mg/kg mostraron disminucion de la
matriz mesangial con respecto al grupo Kanamicina y la celularidad mesangial se
comporté como en el grupo Control.

El grupo Kanamicina tuvo el mayor porcentaje de glomérulos con sinequias. Sin embargo,
los grupos que recibieron tratamiento con ficocianina-c evidenciaron un menor porcentaje
de glomérulos dafiados en comparacion con el grupo Kanamicina para este tipo de lesion,
cuyos resultados no se diferenciaron del grupo Control.

En la evaluacion del dafo glomerular, el grupo Kanamicina tuvo mas afectacion que el
grupo Control. Solo en el grupo Ficocianina Precondicionado 10 hubo una disminucién del
dafo glomerular con respecto al grupo Kanamicina (Figura 4).

DISCUSION

Los AMG inducen cambios morfolégicos importantes en el rifién los que ocasionan, en
muchos casos, dafio renal agudo. Esto se debe a que las células de los tdbulos proximales
renales poseen un mecanismo de transporte particular que permite aumentar la
concentracion de los AMG de manera muy superior a los encontrados en el plasma.? El
rindn puede responder al dafio iniciando un proceso de reparacidon siempre que haya
suficientes nutrientes y oxigeno y la integridad de la membrana basal tubular no esté
afectada irreparablemente.?

La busqueda de sustancias nefroprotectoras que disminuyan la toxicidad provocada por los
AMG, o aceleren la recuperaciéon morfofuncional del rifién, constituye una prioridad.*®?* 2°
En el presente trabajo, se evalud el efecto del agente antioxidante ficocianina-c sobre la
morfologia glomerular durante la recuperaciéon del dafio renal inducido por kanamicina en
ratas, mediante estudios morfoldgicos cualitativos y semicuantitativos.

Los cambios morfoldgicos inducidos por kanamicina tuvieron caracteristicas de tipo focal,

982 ayentos similares a los

debido a la ocurrencia simultadnea de necrosis y regeneracion,
obtenidos con otros AMG.?® En los grupos tratados con ficocianina-c se observaron
extensas areas de glomérulos conservados, lo cual se correspondié con areas de
reparacion tisular.

Aunque el glomérulo es la primera parte de la nefrona que entra en contacto con los AMG,

se le ha prestado poca atencidon en estudios previos. Uno de los resultados novedosos de



este trabajo es la descripcion de cambios morfolégicos glomerulares inducidos por
kanamicina, dados por el aumento de células mesangiales, expansiéon mesangial y
presencia de sinequias.

Sobre la nefrotoxicidad causada por AMG se ha planteado la ocurrencia de dafio tubular
sin cambios significativos en las estructuras glomerulares.2~22 Esta puede ser una de las
razones por la cual, en evaluaciones histopatolégicas del dafo renal agudo por AMG, se
hace poca referencia al glomérulo. Sin embargo, se ha descrito que en modelos
experimentales la gentamicina puede inducir congestion, atrofia, hipertrofia glomerular® y
acumulacion de sustancia amorfa en la matriz mesangial.®

En estudios de fisiologia renal se ha reportado que la gentamicina causa disminucion de la
velocidad de filtracién glomerular y otras alteraciones intraglomerulares.? Una de las
estructuras que se piensa juegue un papel importante en la regulacion de la filtracion
glomerular son las células mesangiales, debido a sus propiedades como células
contractiles.®

Se ha planteado que la contraccion de las células mesangiales disminuye la filtracion
glomerular por reduccién del flujo sanguineo.?**® Tanto la contraccion como la relajacion
de las células mesangiales son reguladas por numerosas sustancias vasoactivas y pueden
ser alteradas por xenobiéticos, tales como drogas y metales pesados.**3® Por esta razon,
las células mesangiales pueden constituir blancos de sustancias téxicas y se ha reportado
gue los AMG pueden inducir aumento de la proliferacién de este tipo celular.®

En este trabajo se describe por primera vez el aumento del nimero de células
mesangiales durante la recuperacion del rifidn después de un tratamiento crénico con
kanamicina. En un estudio previo se observé la proliferacion de células mesangiales
durante la fase aguda del dafio causado por gentamicina. Esto se interpreté como una
respuesta de reparacién causada por la accion del AMG sobre el compartimento mesangial
o estructuras adyacentes.?’

Sin embargo, segun Martinez-Salgado no se ha reportado aumento del nimero de células
mesangiales en animales ni en pacientes tratados con AMG, lo que este autor atribuyé a la
ocurrencia simultanea de proliferaciéon y apoptosis como un mecanismo que regula el
numero de células después del dafio inducido por gentamicina.®.

La expansion mesangial podria estar vinculada al aumento de la proliferacién de células
mesangiales, las cuales producen los componentes de la matriz, asi como a la
acumulacion de proteinas del filtrado.3t

En los grupos tratados con ficocianina-c a la dosis de 10 mg/kg se demostré que no hubo
expansion mesangial y se aprecidé una tendencia a la reduccion del niumero de células
mesangiales, lo que sugiere que este agente contribuy6 a disminuir las afectaciones sobre

el mesangio intraglomerular, posiblemente relacionado con sus propiedades antioxidantes.



Se ha planteado que el efecto de los antioxidantes podria estar relacionado con la
inhibicion de la vasoconstriccion y de la contraccion mesangial .28 De manera similar, en un
modelo de nefropatia diabética en ratones se encontrd efecto protector de la ficocianina-c
sobre la expansién mesangial, en relacién con su accién antioxidante.2

Con respecto al efecto de la ficocianina-c en los glomérulos, en un estudio anterior de
nefrotoxicidad por kanamicina, no se obtuvo disminucidon de la expansion mesangial en
ratas ni en ratones, como en este trabajo; aunque cualitativamente si se encontré6 mejor
conservacion de los glomérulos en ratones tratados con la dosis de 10 mg/kg, lo que
coincide con la dosis que fue mas efectiva en esta investigacion.?

Concerniente a la presencia de sinequias, no se tiene referencia de la formacion de
sinequias en modelos de nefrotoxicidad inducido por AMG. En este trabajo se encontré la
presencia de las mismas en todos los grupos tratados con el AMG y en mayor cuantia en
el grupo Kanamicina.

Las sinequias pueden representar una lesion temprana de esclerosis. EI mecanismo por el
cual se forman las sinequias no esta bien definido. Se plantea que las mismas pueden
iniciarse por la separacion de los podocitos de las asas capilares, que conduce a la
adhesiéon de la membrana basal glomerular denudada con la capsula de Bowman, lo cual
puede aumentar por la acumulacién subcapsular de proteinas filtradas. Ademas, las
alteraciones en las células de la hoja parietal pudieran contribuir a la formacién de
sinequias.*2

Tanto las sinequias como la expansién mesangial, las cuales conllevan a la obliteracién de
los capilares, podrian afectar la velocidad de filtracion glomerular.%:

También se ha reportado que las sinequias pueden ser uno de los factores que aceleren el
dano glomerular progresivo, ya que a pesar de que se restablezca la estructura normal
glomerular, si las asas capilares permanecen unidas a la capsula de Bowman mediante
sinequias, el desvio de la filtracion en la lesién sinequial podria continuar incluso cuando la
excrecion de proteinas urinarias retorne a la normalidad.%2

Los menores valores de sinequias en el grupo Ficocianina Precondicionado 10, similares al
grupo Control, podrian estar relacionados con efectos beneficiosos de la ficocianina-c
sobre la funcién renal. Este es el primer reporte del efecto de un tratamiento
precondicionante con ficocianina-c sobre la morfologia glomerular. Tampoco se han
encontrado antecedentes de resultados semejantes con la utilizacion de Spirulina sp.

El efecto protector de la ficocianina-c ante el dafio por kanamicina en glomérulos de ratas,
pudiera estar relacionado con su actividad antioxidante.? Estos agentes actuarian
mediante el debilitamiento de la citotoxicidad directa de los AMG, la inhibicion de la
contraccion vascular y la reduccion de la inflamacion resultantes.®

Todos los estudios referentes al efecto nefroprotector de agentes antioxidantes ante el
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dafio inducido por AMG se han realizado en la fase aguda; con excepcion del estudio



realizado por Gonzélez y cols., en el cual se demostré que la ficocianina-c acelera la
regeneracion tubular cuando se administra concomitantemente con kanamicina.®

Estos resultados demuestran que la proteccion de este agente también se manifiesta en la
estructura glomerular. Ademas, este trabajo constituye el primer reporte preclinico del
efecto positivo de un pretratamiento con ficocianina-c (10 mg/kg) en la recuperacion del

dafio glomerular en un modelo de nefrotoxicidad por kanamicina en ratas.

CONCLUSIONES

El presente trabajo ha permitido demostrar el efecto protector del agente antioxidante
ficocianina-c sobre la morfologia glomerular en la fase recuperativa del dafio inducido por
kanamicina.

Solo los tratamientos concomitante (10 mg/kg) y precondicionante reducen la expansion
mesangial y el dafio glomerular. El pretratamiento muestra una mejor accion sobre
glomérulos.

Estos resultados demuestran que la ficocianina-c contribuye a evitar los efectos tardios de
de la kanamicina en los glomérulos renales, lo que podria ser de gran utilidad para mitigar

la accion nefrotdxica de la antibioticoterapia con aminoglucésidos.
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ANEXOS

Tabla 1. Disefio experimental
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Dosis

Grupos Tratamiento 0 volumen Tiempo (d) Via de administracion
Control PBS 1mL/rata 20 intraperitoneal
Kanamicina kanamicina-100 500 mg/kg 20 subcutanea
Ficocianina ficocianina-c 5 mg/kg 20 intraperitoneal
Concomitante 5 kanamicina-100 500 mg/kg 20 subcutanea
Ficocianina ficocianina-c 10 mg/kg 20 intraperitoneal
Concomitante 10 kanamicina-100 500 mg/kg 20 subcutanea
Ficocianina ficocianina-c 10 mg/kg 4 intraperitoneal
Precondicionado 10 (pretratamiento)

ficocianina-c 10 mg/kg 20 intraperitoneal

kanamicina-100 500 mg/kg 20 subcutanea

Fig.1



Fig.2

Fig.3
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Gréfico de darfio glomerular
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