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RESUMEN: En la eliminacion renal de muchas drogas, el epitelio capilar renal se encuentra expuesto a su accion nefrotoxica, tal es
el caso de los aminoglucdsidos.

Estudios recientes sugieren que los metabalitos reactives del oxigeno (ROM) serian mediadores de injunia tisular isquémica. En
condiciones fisiologicas los ROM estan regulados por enzimas con capacidad antioxidante.

En este trabajo se estudiaron los antioxidantes enzimaticos: superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR) en 31 pacientes tratados con gentamicina (160 mg/ 12 hs /7 dias). Los valores fueron tomados sin gentamicina
(basal) y al 7° dia de tratamiento {GENTA). Los valores obtenidos para GPx fueron: (basal) X = 58,957 + 5,811 U/g Hb, (GENTA) X
= 39,178 + 5,78, Para GR (basal) X = 73,080 + 5,50 U/gHb y (GENTA} X = 53,380 + 7,0. La diferencia fue estadisticamente
significativa para ambas enzimas p<0,001. El malondialdehido (MDA) fue medido como marcador de lipoperoxidacion, observandose
valores (basal) X = 1,119+ 0,115y (GENTA) X = 4,093 + 0,395 % umol /I siendo el aumento con (GENTA) significativo p<0,001.
Lg I:;mcionalidad renal se alterd con (GENTA) con un clearence de creatinina de X = 54,86 = 21,35 ml/min y basal X = 127,60 +
13,74 p<0,05.

De estos resultados se concluye que la gentamicina provoca un aumento de lipoperoxidacion acompanado de una disminucion de
enzimas antioxidantes, lo que llevaria a los cambios funcionales renales observados.

SUMMARY: Kidneys canstitute the main excretory way of many antibiotics, not only through filtration but also as a result of tubular
transport. Therefore, the wide area of glomerular capillary endothelium is exposed to high concentrations of antimicrobial drugs which
cause very important side effects such as nephrotoxicity. It is known that , on small scale, in all cells, lipoperoxidation is produced
which consist of the oxidative conversion of unsatured fatty acids into lipid hydroperoxides. The aim of this work was to study superoxide
dismutase (SOD), glutation peroxidase (GPx) and glutation reductase (GR) in pafiens treated with gentamicine via intramuscular.
Malondialdehyde (MDA) was measured as indicator of lipoperoxidation. Blood samples from 31 patiens suffering from different
non-renal pathologies were studied. MDA, SOD, GPx and GR values were monitored before administration of 160 mg of gentamicine
every 12 hours during 7 days (basal sample) and on the 7th day. It was found that MDA levels were significantly higher on the 7ih day
of treatment (X = 4,093 = 0,395 umol/l) than the basal samples (X = 1,119 £ 0,115). GPx levels were significantly lower (X = 39,178
;gﬂ?g U/g Hb) and basal (X = 58,957 + 5,811). GR levels were significanthy lower (X = 53,380 + 7,0) and basal (x = 73,080 +
,90 U/g Hb).

Significant differences in SOD levels between both groups were not found. The renal functionality was modified in patiens treated wilh
(GENTA), it was found a clearence of creatinine value X = 54,86 + 21,35 mi/min and basal value X = 127,60 + 13,74 p<0.05. Of
these results is conciuded that gentamicine would cause a lipoperoxidation increase accompanied of decrease antioxidants enzimes
levels, being able to be cause of the observed functional changes.

Introduccion

Los rifones constituyen la principal via excre-
tora de muchas drogas, entre ellas los aminoglucé-
sidos, no sdlo mediante la filtracion sino como
resultado del transporte tubular. Por lo tanto la ex-
tensa area de superficie del endotelio capilar glome-
rular y tubular se encuentra expuesta a elevadas
concentraciones de esta droga que trae como con-
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secuencia efectos secundarios muy importantes
como la nefrotoxicidad.

Estudios in vitro del “binding” de la gentamici-
na a fosfolipidos individuales (1), han demostrado
que los fosfolipidos @cidos son los receptores para
la unidn con esta droga. En pequena escala, en
todas las células se produce lipoperoxidacion que
consiste en la conversion oxidativa de los acidos
grasos insaturados en hidroperoxidos lipidicos
como producto primario.

Estudios recientes sugieren que los metabo-
litos reactivos del oxigeno (ROM) incluidos los radi-
cales libres, por ejemplo anidn superdxido y radical
hidroxilo han sido postulados como mediadores
importantes de Ia injuria tisular isquémica y de la
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fisiopatologia de enfermedades renales (2-5). En
particular se ha demostrado in vivo la generacion de
peroxido de hidrégeno en dos modelos de falla renal
aguda (6,7). El incremento en los niveles de espe-
cies oxidantes puede ocasionar un dano celular
reversible o irreversible. Muchos de los ROM pue-
den modificar moléculas esenciales tales como los
lipidos, proteinas y acidos nucléicos llevando a
cambios en su funcion y eventualmente a la muerte
celular. Basado en estos conceptos se ha demos-
trado in vivo la peroxidacion lipidica como un mar-
cador de injuria por ROM (8,9).

También se demostrd recientemente (10,11)
aumento de la generacion de perdxido de hidrégeno
en cortes de rifdn de rata, en presencia de endoto-
xinas y en tratamiento con drogas como la genta-
micina.

En condiciones fisiologicas la produccion de
ROM esta balanceada por la actividad de varias
enzimas con capacidad antioxidante, entre las que
se incluyen superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reduc-
tasa (GR), asociadas a una alta concentracion de
antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas E
yC.

En este trabajo se ha realizado un estudio
comparativo de antioxidantes enzimaticos en pa-
cientes tratados con gentamicina y se relaciond con
la funcidn renal. Para ello se dosaron antioxidantes
individuales tales como enzimas que participan en
el metabolismo celular normal, como desactivado-
res de reacciones en cadena producidas por radica-
les libres y que provocan cambios estructurales a
nivel celular. Entre ellas se estudid la SOD, la GPx y
la GR. La medida del MDA fue usada para demostrar
lipoperoxidacion, que es mediada por radicales li-
bres, los perdxidos lipidicos. Se midio el clearence
de creatinina como prueba de funcionalidad renal.

Material y métodos
Pacientes y muestras;

Se estudiaron 31 pacientes tratados con gen-
tamicina. Se incluyeron individuos de ambos sexos
cuyas edades oscilaron entre 16 y 62 anos que no
presentaban patologias renales ni diabetes. La gen-
tamicina fue administrada por via intramuscular en
dosis de 160 mg cada 12 horas durante 7 dias.

Muestras: Se tomaron 5 ml de sangre a cada
paciente antes de la administracién del antibiotico
(muestra basal) y al 7° dia de tratamiento. Las
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muestras se colocaron en tubos tratados con EDTA
y se analizaron dentro de las 24 horas de la extrac-
cion.

Se centrifugaron 2 ml de sangre total 2 2.000g
durante 10 minutos, el plasma obtenido se utilizo
para el analisis de GR, MDA y creatinina.

El resto se utilizé para el analisis de SODy GPx.
Muestras de orina de 12 horas fueron recolectadas
de cada paciente antes y al 7° dia de la administra-
cion de gentamicina.

Métodos: Se analizo el MDA mediante reac-
cion colorimétrica. El cromaégeno fue 1-metil 2 feni-
lindol (MPI) a pH 4cido, la condensacion de una
molécula de MDA con dos moléculas de MPI pro-
duce la formacion de un cromoforo con absorban-
cia a 586 nm (2).

La SOD, GPx y GR se analizaron con reactivos
de Randox Laboratories LTD, Ardmore Road, Crum-
lin Go Antrim, United Kingdom BT 29/49 Y USA.

El dosaje de creatinina se realizé con reactivos
Winer lab. Rosario Argentina.

Andlisis estadistico: Se utilizo el t-test de Stu-
dent. Los resultados se consideraron estadistica-
mente significativos cuando p<0,05.

Resultados

En este trabajo se ha realizado un estudio
comparativo de factores implicados en la proteccion
antioxidante, en 31 pacientes sometidos a trata-
miento con gentamicina.

La Tabla muestra que después de 7 dias de
tratamiento la media observada para MDA X =
4,093 + 0,395 umol/ fue altamente significativa
(p< 0,001) con respecto al valor basal sin genta-
micina de los mismos pacientes X = 1,119 +
0,115. Esta elevacion de los valores de MDA estaria
indicando un aumento de la peroxidacion lipidica,
provocada por una mayor produccion de peroxidos
organicos. Estos resultados sugieren la existencia
de un dano oxidativo.

Una situacién de estrés oxidativo se puede
definir por el aumento en la concentracion de las
especies reactivas o por una disminucion de los
niveles de antioxidantes tisulares (9,10). En este
trabajo se estudiaron antioxidantes tisulares enzi-
maticos como la GPx, GR y SOD.

La tabla muestra la disminucion que sufre la
GPx después de 7 dias de tratamiento con gentami-
cinaX = 39,178 + 5,78 U/ g Hb con respecto a la
media basal X = 58,957 + 5,811 de los mismos
pacientes. La GPx degrada el peroxido de hidrégeno



TRABAJOS

Comparacién de marcadores antioxidantes antes y después de siete dias de tratamiento con gentamicina

MARCADOR BASAL GENTA
Media=D S Media+ D §

MDA 1,119£0.115 4,093 £ 0,395
{umal1)

GPx 58,957 + 5,811 38,178 £ 5,780
U/gHb

GR 73,080 + 5,500 53,380 + 7.000
U/g Hb
S0D 965,900 + 290,000 981,800 + 163,400
U/g Hb

Abreviaturas. MDA: malondialdehido, GPx: glutation peroxidasa, GR: glutation reductasa y SOD; superoxido dismutasa

Basal: muestras sin gentamicina (dia 0)
GENTA: muestras con gentamicina (dia 7)

Las diferencias fueron estadisticamente significativa p<0,001 para MDA, GPx y GR.

empleando al glutation reducido (GSH) como dador
de hidrégeno.

GPx
He02 + 2 GSH —> 2 H2 0 + GSSG

Los valores de GR fueron significativamente
menores en el tratamiento con gentamicina X =
53,380 + 7,000 U/g Hb (p<0,001) con respecto al
valor basal X = 73,080 + 5,500. La GR NADPH
dependiente reduce el glutation oxidado (GSSG)
formado por accion enzimatica de GPx.

La SOD no presentd diferencia estadistica sig-
nificativa (NS), valor basal

X = 965,90 £ 290, 00 U/gHb y post-gentami-
cina 981,80 + 163,40.

El clearence de creatinina medido como mar-
cador de funcionalidad renal dio una diferencia es-
tadistica significativa, p<0,05, a los 7 dias de tra-
tamiento con el aminoglucésido X = 54,86 + 21,35
rnl.!min. comparado con su valor basalX = 127,6 +
13,74.

Discusion

Muchos trabajos se han realizado en la Gitima
década tratando de entender los mecanismos por
los cuales se produce la nefrotoxicidad por diferen-
tes drogas, entre ellas los aminoglucésidos. Entre
los pardmetros establecidos figuran factores hemo-

dinamicos y factores tubulares. Nosotros en un
trabajo anterior (12) detectamos pérdida de enzi-
mas de membrana de las células de ribete en cepillo
del tubulo proximal renal, por efecto de drogas
como la ciclosporina, dando como un primer blanco
de accion de esta droga la membrana celular.

Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que el tratamiento con gentamicina pro-
voca una mayor lipoperoxidacion estudiado por el
aumento del nivel de MDA, junto con niveles bajos
de GPx y GR. La disminucidn de los niveles de GPx
y GR en los pacientes tratados con aminoglucosi-
dos se interpreta como consumo de estas enzimas
por ser antioxidantes primarios cuya funcion es
neutralizar radicales libres, los peroxidos lipidicos
formados como reaccion intermedia en la accion
del aminoglucésido sobre los fosfolipidos acidos
(1) y el perdxido de hidrégeno formado como me-
tabolito intermedio. Estudios radioisotopicos (13)
han demostrado que luego de la administracion de
gentamicina marcada hay una intensa captacion por
parte de las membranas de las células tubulares
seguida de una rapida internalizacion. Estudiando
las modificaciones del binding de gentamicina con
enzimas proteoliticas, grupos sulfhidrilicos, asi
como fosfolipidos individuales, se ha demostrado
que los fosfolipidos acidos son los receptores para
Ia union con la gentamicina (14).

Estudios recientes (5,15-17) muestran que los
ROM per se pueden comprometer la funcién renal,
disminuyendo la filtracion glomerular, o bien se
acepta que la expresion de injuria renal esta deter-
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minada no solo por los ROM sino también cuando
el sistema de defensa antioxidante, disminuye o se
altera. En nuestro trabajo se observa una alteracion
de lafiltracién glomerular por disminucién del clea-
rence de creatinina, coincidente con el aumento de
MDA y disminucion de GPx y GR.

De estos resultados se concluye que la genta-
micina provocaria una injuria renal, medida por
cambios en la filtracién glomerular a través de un
mecanismo mediado por radicales libres, los pero-
xidos lipidicos y otros metabolitos reactivos inter-
medios formados por accion del aminoglucésido
sobre los fosfolipidos de la membrana llevando a la
célula renal a cambios estructurales y funcionales
importantes que culminarian con la necrosis tubular
renal. Consideramos que esclarecer las causas de
nefrotoxicidad por drogas reside en la comprension
de las alteraciones subcelulares y bioquimicas que
llevan a la alteracion de la integridad de la célula
tubular renal,
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