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Nefrotoxicidad de gentamicina y netilmicina en rata.
Cuantificacion y cualificacion de glomerulos

M. Nunez, J. Nunez, C. Soler, M. S. Cruz y A. Nunez’

Departamcnto de Biologia Animal, Biologia Celular, Genetica y Parasitologia
Facultad de Biologia

Universidad de Valencia
46100 Valencia (Espana)

(Recibido el 20 de mayo de 1987)

M. NUNEZ, J. NUNEZ, C. SOLER, M. S. CRUZ and A. NUNEZ. Nephrotoxicity of
Gentamicin and Netilmycin in Rat. Quantification and Qualification of Glomeruli. Rev. esp.
FisioL, 44 (1), 41-44, 1988.

The application via i.v. jugular, in rats, of two fluorochromcs (rhodamine 6GO and
phosphine 3R) with a 10 min interval, allows the direct observation of nephronal corpuscles
using an epifluorescent microscopical technique, as well as their eventual quantification and
qualification into normal or semifunctional corpuscles. In rats previously treated by i.p.
injection of gentamicin or netilmycin a decrease of the active nephronal population as well as an
increase of the percentage of semifunctionality has been noticed.
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* A quien debe dirigirse la correspondencia. 

Los antibioticos aminoglucosidicos se
siguen prescribiendo para el tratamiento
general de infecciones graves, a pesar de
la existencia actual de otros agentes anti-
microbianos nuevos y menos peligrosos
desde el punto de vista nefrotoxico. Di-
versas investigaciones (3, 12) tratan de
correlacionar a aplicacion de antibioticos
aminoglucosidicos con variaciones de la
composicion de la orina y, en algunos
casos (12), con alteraciones de la estruc-
tura microscopica renal. Hay pruebas (1)
del efecto nefrotoxico de la gentamicina,
por haberse detectado la presencia de da-

nos histologicos a nivel de tubulos proxi-
males en rinon de conejo, o los relativos a
la accion de los mas conocidos aminoglu-
cosidos sobre la estructura glomerular
(6). ...

La distinta capacidad nefrotoxica y no
identica potencia antibiotica de varios
agentes aminoglucosidicos ha sido objeto
de ensayos que permiten clasificarlos en
el siguiente orden nefrotoxico decre-
ciente: gentamicina < tobramicina <
amikacina < netilmicina (7-11).

Los estudios fisioldgicos, que se bene-
fician de las aportaciones tanto clinicas
como histologicas y bioquimicas, afiaden
al conjunto las posibilidades de sus pro-
pias tecnicas. Entre estas ultimas destacan 
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los trabajos de CLAUSEN y HOPE (2) y
CHEVALIER (5) que recurren a microesfe-
ras radiactivas para estudios de cambios
hemodinamicos e, indirectamente, para
conteo glomerular mediante una tecnica
no exenta de complicaciones. La inyec-
cion de tinta china in vivo para la nume-
racion de glomerulos y la existencia de
glomerulos adicionales no funcionales
vistos por CHEVALIER (4) demuestra que
puede naber nefronas «hipoperfundidas»,
en ciertas circunstancias.

En el presente trabajo se ha utilizado,
con estos mismos fines, una sencilla tec
nica mediante aplicacion de fluorocromos
in vivo, que permite la cuantificacion de
corpusculos nefronales y la cualificacion
de su estado funcional en ratas tratadas
con gentamicina o con netilmicina.

Material y Metodos

Se han utilizado ratas Wistar, machos,
de 300-400 g mantenidas en condiciones
de alimentacion y fotoperiodicidad ordi
narias.

Dentro de la extensa gama de antibioti-
cos nefrotoxicos, se ha elegido la genta
micina y la netilmicina (esta ultima con
menor poder nefrotoxico), para contras
tar la sensibilidad del metodo. Las dosis
utilizadas, aplicadas siempre por via i.p.
han sido: gentamicina (80 mg/ml en suero
fisioldgico), 40 mg/kg/dia, durante 32
dias, a un grupo de animales (G-40).
Gentamicina (80 mg/ml en suero fisiolo-
gico), 100 mg/kg/dia, durante 10 dias, a
un segundo grupo (G-100). Netilmicina
(50 mg/ml en suero fisiologico), 100
mg/kg/dia, durante 10 dias, a un tercer

f;rupo (N-100). Suero fisiologico, en vo-
umenes equivalentes, a los respectivos

grupos de animales de control.
Para el recuento y cualificacion glome

rular se ha utilizado la siguiente tecnica,
con aplicacion de fluorocromos in vivo:
Aplicacion a cada animal, por via i.v.
yugular y bajo anestesia eterea, de 1 

ml/kg de solucion acuosa del fluoro-
cromo rodamina 6GO (R6GO) a la con-
centracion de 2,5 mg/ml.

Despues de 10 minutos, aplicacion, de
la misma manera, de solucion acuosa del
fluorocromo fosfina 3R (F3R) a la con-
centracion de 9 mg/ml y a la dosis de 25
ml/kg, o sea, en exceso. Sacrificio inme-
diato del animal.

Extraccion de los rinones, corte longi
tudinal de los mismos y observacion en
fresco de las superficies de corte al mi
croscopic de epirluorescencia.

Resultados y Discusion

Cualificacion (tabla I). — Los corpus
culos nefronales que no aparecen fluores-
centes con luz excitadora verde, pero que
muestran fluorescencia verde con luz
azul, indican que por ellos paso libre-
mente el primer fluorocromo (R6GO) y
fueron posteriormente invadidos por el
segundo (F3R). Esto permite calificar di-
chos corpusculos como normalmente
funcionales.

Los corpusculos que muestran fluores
cencia amarillo-anaranjada con luz verde
demuestran que el primer fluorocromo
(R6GO) llego a ellos pero tuvo dificultad

f>ara abandonarlos. Si la observacion con
uz azul muestra fluorescencia verde en

estos mismos corpusculos, indica que
tambien la F3R los alcanzo. Este doble
efecto puede interpretarse como funcio-
nalidad disminuida, o semifuncionalidad
de primer orden.

Si un determinado glomerulo retiene
R6GO (fluorescencia anaranjada con luz
verde) pero no presenta fluorescencia
verde con luz azul, senala que la F3R no
ha podido alcanzarle, lo que se traduce en
una semifuncionalidad mas intensa o se
mifuncionalidad de segundo orden.

El caso extreme (afuncionalidad) se
traducina en falta simultanea de fluores
cencia con ambas longitudes de onda, lo
cual es diffcil de interpretar pues la ausen-
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Tabla I. Criterios de funcionalidad nefronal segun fluorescencia emitida.

Luz de excitacidn VERDE AZUL

Luz fluorescente
emitida

R6GO = ANARANJADA
Foslina 3R = (ninguna)

R6GO = Amanllo-paiido
Foslina 3R = VERDE

Fluorescencia emitida
por los glomerulos

i 4

FUNCIONALES
(normales) (ninguna) Verde esmeralda

SEMIFUNCIONALES
de 1.er orden Amarillo-anaranjada Verde amarillento

SEMIFUNCIONALES
de 2.° orden Anaranjado brillante (ninguna)

AFUNCIONALES (ninguna) (ninguna)

cia de fluorescencia podria tambien de-
berse, tai vez, a la ausencia, por desgarra-
miento, del peloton vascular.

Cuantificacion. — El analisis de la va-
rianza, calculado sobre los datos de la
tabla II, arroja diferencias significativas
entre grupos. Aplicando el test de Tukey-
Kramer se comprueba que la poblacion
nefronal activa en los animales tratados
con gentamicina 100 mg/kg/di'a/10 dias es
significativamente menor (p < 0,01) que
la de los controles y la de los animates
tratados con gentamicina 40 mg/kg-
/dia/32 dias, no siendo esta ultima signifi
cativamente distinta de la de los contro-
les. No obstante, el valor promedio en el
caso de la G-40 es mayor que el de los
controles lo que induce a pensar que en 

dichas condiciones se reclutan unidades
nefronales, no activas en situacion nor
mal, en coincidencia con la opinion de
Chevalier (4).

La aplicacion de netilmicina 100
mg/kg/dia/10 dias reduce el numero de
glomerulos, de forma semejante a lo ob-
servado con G-100, siendo menor la sig-
nificacion de la diferencia (p < 0,05). La
poblacion promedio contada no esta tan
disminuida como con G-100.

Porcentaie de funcionalidad. — Los da
tos recogiuos en la tabla III muestran que
el porcentaje de semifuncionalidad nefro
nal aumenta en los animates tratados con
gentamicina al incrementar la dosis y que
la netilmicina produce resultados inter-
medios.

Tabla II. Numero total de glomerulos contados por zona renal, sin discrimination de funcionalidad.
Entre parentesis numero de datos. ZY = Suma de los datos de cada grupo. SY2 = Suma de los

cuadrados de los datos de cada grupo.

Grupo SY SY2 Varianza Media ± s.d.

Control (14) 3275 789041 1763,456 233,93 ±41,99
N-100 (8) 1487 281651 750,6964 185,88 ± 27,40
G-40 (10) 2510 653080 2563,333 251,00 ± 50,63
G-100 (18) 3210 586032 798,9412 178,33 ± 28,27
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Tabla III. Porcentaje de funcionahdad nefronal en
animates control y tratados con netilmicina o genta-

micina (100 mg/kg/dia).

Grupo
Glomerulos
normales

Glomerulos
semiiuncionales

Consoles 99.97 0,03
Netilmicina (10 dias) 37,5 62,5
Gentamicina (32 dias) 95,0 5,0
Gentamicina (10 dias) 15,67 84,33

Resumen

La aplicacion por via i.v. yugular, en ratas, de dos
tluorocromos (rodamina 6GO y tosfina 3R) con un
intervalo de 10 minutos permite la observacion d>-
recta mediante microscopio de epitlurorescencia de
los glomerulos nefronales y su eventual cuantifica-
cion y clasiticacion en nomnales y semiiuncionales.
En ratas tratadas previamente por aplicacion i.p. de
gentamicina o netilmicina, se observa disminucion
de la poblacion nefronal activa e incremento del
porcentaje de semifuncionalidad.

Segun los criterios anceriormente ex-
puestos de funcionalidad, con o sin si-
multaneo conteo de corpusculos nefrona-
les, puede considerarse el procedimiento
presentado en este trabajo como un me-
todo rapido, sencillo y reproducible para
un primer enjuiciamiento del funciona-
miento renal ante la agresion de sustan-
cias nefrotoxicas, pudiendo ser extendido
el procedimiento a otros antibioticos o
agentes de otra indole. El hecho de hacer
innecesaria la ejecucion de cortes histolo-
gicos es otra ventaja adicional. A pesar
del [adding inherente a muchos fluoro-
cromos en funcion del tiempo, la R6GO
y la F3R preconizadas en nuestra tecnica
permiten un comodo recuento y clasifica
cion de corpusculos (tabla III) para genta
micina y netilmicina. A este respecto, las
imagenes coloreadas proporcionadas por
los fluorocromos son mas expresivas que
la variable acumulacion de granos de tinta
china utilizados en la tecnica de CHEVA
LIER (4) y mucho menos complicada que
la utilizacion de microesferas radiactivas
(5). La utilizacion de varios pianos de
corte renal permite obtener racilmente
una vision global de la totalidad del 6r-
gano. La composicion fotografica de am-
bas coloraciones, por sobreimpresion de
imagenes con ambas longitudes de onda
sobre la misma pelicula fotografica, per
mite considerar simultaneamente la distri-
bucion de cada fluorocromo.

Palabras clave: Gentamicina, Netilmicina, Rinon,
Glomerulos, Fluorocromo.
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